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3βHSD  3β-hydroxysteroidní dehydrogenáza 
7α-OH-DHEA 7α-hydroxy-dehydroepiandrosteron 
7β-OH-DHEA 7β-hydroxy-dehydroepiandrosteron 
11βHSD  11β-hydroxysteroidní dehydrogenáza 
17-OH-PREG 17α -hydroxy-pregnenolon 
17βHSD  17β-hydroxysteroidní dehydrogenáza 
ADION  androstendion 
AhR   receptor pro arylované uhlovodíky 
AR   androgenní receptor 
BPA   bisfenol A 
cAMP   cyklický adenosin monofosfát 
CYP11A1  cytochrom P450scc; cholesterol desmoláza 
CYP17A1  17α-hydroxyláza/17,20lyáza 
DEHP   diethylhexyl ftalát 
DES   diethylstilbestrol 
DHEA   dehydroepiandrosteron 
DHT   dihydrotestosteron 
E1   estron 
E2   17β-estradiol 
E3   estriol 
ED   endokrinní disruptor 
EDTA   ethylendiamintetraoctová kyselina 
ECHA   European Chemical Agency 
ELISA  enzymová imunoanalýza na pevné fázi (enzyme-linked   
   immunosorbent assay) 
EPA   Environmental protection agency 
ER   estrogenní receptor 
FSH   folikuly stimulující hormon 
FT   volný testosteron 
GnRH   gonadotropin releasing hormone; gonadoliberin 
GR   glukokortikoidní receptor 
LH   luteinizační hormon 
LOD   limit detekce 
MAPK  mitogenně aktivovaná protein kináza 
PBR   periferní benzodiazepinový receptor 
PCB   polychlorované bifenyly 
PPARγ  receptor aktivovaný proliferátory peroxisomů γ 
PR   progesteronový receptor 
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PREG   pregnenolon 
RIA   radioimunoanalýza 
Se   selen 
SHBG   pohlavní hormony vázající globulin 
StAR   steroidní akutní regulační protein 
T   testosteron 
TR   thyroidní receptor 
UHPLC-MS/MS vysokoúčinný kapalinový chromatograf s tandemovou hmotnostní  
   detekcí 
WMA   World Medical Association; Světová lékařská organizace 





 Steroidní hormony hrají důležitou roli během spermatogeneze, v produkci 
spermatu a v neposlední řadě také v udržování sekundárních mužských pohlavních 
znaků a libida. Jsou také diskutovaným cílem pro látky, které se nazývají endokrinní 
disruptory (ED). Dosud však nebyla provedena žádná studie, která by se zabývala 
vlivem ED na steroidní spektrum ve 2 biologických matricích – v plasmě a seminální 
plasmě. 
 Cílem mé disertační práce bylo vyvinout a zvalidovat metodu pro stanovení 
bisfenolu A (BPA) a spektra steroidů v plasmě a seminální plasmě a tuto metodu 
společně s dalšími ukazateli využít k vyhodnocení vlivu BPA a polychlorovaných 
bifenylů (PCB) na lidskou spermatogenezi a steroidogenezi. 
 Byly vyvinuty a zvalidovány 2 nové metody na stanovení BPA a 11 steroidů 
v plasmě a seminální plasmě a tyto metody byly použity ke stanovení 191 vzorků 
v obou tělních tekutinách u mužů s různým stupněm neplodnosti. Současně byly 
v plasmě stanoveny hladiny 6 kongenerů PCB, gonadotropinů, selenu a zinku. K 
vyhodnocení vztahů mezi všemi analyty byly použity parciální korelace adjustované na 
věk a BMI.  
 BPA v seminální plasmě negativně koreloval s koncentrací spermií (r=-0.212; 
p=0.005), celkovým počtem spermií (r=-0.178; p=0.018) a jejich morfologií (r=-0.156; 
p=0.049). Tyto vztahy byly zjištěny jen pro BPA v seminální plasmě, což poukazuje na 
unikátnost této tělní tekutiny ve studiu ED. V seminální plasmě BPA negativně koreloval 
s hladinami steroidních prekurzorů (pregnenolon, 17α-hydroxy-pregnenolon), opačné 
vztahy byly zaznamenány pro BPA a steroidní prekurzory v krevní plasmě. V obou 
tělních tekutinách byly zjištěny pozitivní korelace BPA s hladinami estrogenů. Součet 
hladin kongenerů PCB negativně koreloval s koncentrací testosteronu, volného 
testosteronu a dihydrotestosteronu v plasmě. 
 BPA negativně přispívá k výsledné kvalitě spermií. Výsledky naznačují odlišný 
vliv BPA na gonadální a adrenální steroidogenezi a následné narušení steroidogeneze i 
v dalších krocích. Hladiny PCB v životním prostředí u studované skupiny mužů 
překvapivě neměly vliv na kvalitu spermií, ale snižovaly koncentrace androgenů 




 Steroid hormones in testis play an important role in spermatogenesis, 
maintenance of the male reproductive tract, production of semen and the maintenance 
of secondary sex characteristics and libido. They are also discussed as a target for 
substances called endocrine disruptors (EDs). No complex study was conducted on 
evaluation of relationships between EDs and steroid spectrum in 2 biological fluids; 
seminal plasma and plasma. 
 The aim of the PhD. thesis was to develop and validate a method for 
determination of bisphenol A (BPA) and steroid spectrum in plasma and seminal plasma 
and to shed more light into mechanisms of ED action and effects of BPA and 
polychlorinated biphenyls (PCBs) on human spermatogenesis and steroidogenesis.  
 Two new liquid-chromatography mass spectrometry methods for determination of 
BPA and 11 steroids in plasma and seminal plasma were developed and validated. The 
methods were used for estimation of analyte concentrations in 191 men with a different 
degree of fertility. Concurrently, the levels of six congeners of PCBs, gonadotropins, 
selenium and zinc in plasma were estimated. Partial correlations adjusted for age and 
BMI were calculated to evaluate relationships between these analytes. 
 Seminal BPA, but not plasma BPA, was negatively associated with sperm 
concentration (r=-0.212; p=0.005), sperm count (r=-0.178; p=0.018) and morphology 
(r=-0.156; p=0.049). These relationships were observed only in seminal plasma BPA, 
which indicates the uniqueness of seminal plasma in the ED research. BPA in seminal 
plasma negatively correlated with seminal steroid precursors (pregnenolone, 17α-
hydroxy-pregnenolone), on the other hand, the opposite results were found for BPA and 
steroid precursors in plasma. The sum of PCB congeners was negatively associated 
with testosterone, free testosterone and dihydrotestosterone in plasma. 
 BPA negatively contributes to the final state of sperm quality. Moreover, the 
present data indicate that BPA influence human gonadal and adrenal steroidogenesis at 
various steps. Environmental levels of PCBs in our study population negatively 





V posledních dekádách se do životního prostředí dostávají antropogenní činností 
tisíce tun různých chemikálií. O těchto látkách se předpokládalo, že nemají žádnou, či 
mají jen velmi malou biologickou toxicitu. Dnes nás obklopují běžně v každodenním 
životě, jsou např. ve vzduchu, vodě, půdě, potravinách, elektronice či plastech a nyní se 
ukázalo, že mnoho z nich má schopnost zasahovat do endokrinního systému. Tyto látky 
se nazývají endokrinní disruptory (ED). Postupně přibývají důkazy o jejich negativních 
vlivech jak na živočišnou populaci, tak na lidský organismus [1, 2]. 
V posledních desetiletích byly také zaznamenány zhoršující se reprodukční funkce 
u lidí i zvířat. Již v roce 1992 byla publikována rozsáhlá metaanalýza, kde bylo 
prezentováno postupné snižování počtu spermií u mužů z různých částí světa 
v průběhu uplynulých padesáti let  [3]. Tyto výsledky podpořily i další studie [4-6], 
naopak některé pokles kvality spermií neprokázaly [7, 8]. Byl zjištěn také sekulární 
pokles hladin testosteronu u mužů [9, 10].  
Carlsenová [3] svoje analýzy dávala do souvislosti právě se zvyšujícím se výskytem 
chemikálií v prostředí. Kromě kvality spermií byl zaznamenán vyšší výskyt nádorů varlat 
[11] a vyšší riziko kryptorchismu a hypospadie [12, 13]. Stále častěji se uvažuje, že 
expozice ED je největší viník těchto problémů. Mezi nejdiskutovanější ED patří 
polychlorované bifenyly (PCB), dioxiny, ftaláty, a bisfenol A (BPA), a to buď kvůli jejich 
perzistenci v prostředí a schopnosti bioakumulaci v potravinovém řetězci (PCB, 
dioxiny), nebo kvůli jejich všudypřítomnosti, např. v obalech na potraviny (BPA, ftaláty).  
Lidé jsou vystaveni vlivu ED ve svém každodenním životě a není možné zcela 
zabránit jejich působení. Hlavními cestami, jak se ED dostanou do organismu, je požití 
kontaminované potravy a tekutiny, dýchání kontaminovaného vzduchu, či 
transdermálně [14]. 
 V roce 2015 byla publikována rozsáhlá studie, v níž byla skupina vědců vyzvána, 
aby na základně dostupných údajů z Evropské unie odhadli ekonomickou zátěž a 
náklady spojené s onemocněními či poruchami, které mohou být připsány ED [15]. Na 
základě publikovaných článků z oblasti reprodukce byly vyhodnoceno mírné 
epidemiologické a silné toxikologické riziko mužské neplodnosti spojené s expozicí 
ftalátům, které si se 40-69% pravděpodobností vynutí dalších 618000 procedur v oblasti 
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asistované reprodukce. Tyto procedury stojí EU 4.7 miliardy eur. Příslušné odhady byly 
zaměřeny jen na expozici ftalátům a polybromovaným diphenyl etherům, protože jejich 
vliv na volně žijící zvířata i lidskou populaci je nejlépe dokumentován [16].  
Naopak některé látky přítomné v životním prostředí mohou, pokud jde o mužskou 
reprodukci, působit příznivě. Mezi ně patří selen a také zinek. Selen (Se) je klíčovým 
prvkem pro fyziologický vývoj varlat a neporušenou spermatogenezi [17]. Některé studie 
prokázaly u mužů s deficitem Se zlepšení motility spermií a zvýšení šance k početí po 
jeho suplementaci [18]. Obsah zinku (Zn) ve varlatech a v seminální tekutině je vyšší 
než v ostatních tkáních těla. Zinek má antioxidační vlastnosti a hraje roli v odstraňování 
reaktivních kyslíkových radikálů. Výsledky několika studií naznačují, že snížení 
koncentrace Zn v seminální tekutině je rizikový faktor pro fyziologickou tvorbu spermií a 
jednou z možných příčin poruch mužské plodnosti [19, 20].  
Ačkoli účinky některých ED na organismus jsou dobře známé, u jiných stále 
převládá nejistota a nekonzistence. Cílem disertační práce bylo přispět k objasnění vlivu 





2 Pracovní hypotéza 
Jedním z možných mechanismů působení ED by mohlo být ovlivnění aktivity 
významného enzymu metabolismu steroidů, 11β-hydroxysteroidní dehydrogenázy 
(11βHSD) typu 1 a 2. Isoformy tohoto enzymu chrání testes před nadbytkem 
glukokortikoidů tak, že upravují lokální poměr kortizolu ke kortizonu ve prospěch 
kortizonu. Pokud by tento enzym byl inhibován, nadbytečné množství kortizolu 
v Leydigových buňkách způsobí snížení tvorby testosteronu, který je zásadní pro 
fyziologickou tvorbu spermií. Dalším důležitým faktorem pro celkový počet, motilitu a 
morfologii spermií je přiměřená koncentrace některých prvků, konkrétně Zn nebo Se. 
Všechny tyto vlivy, jak positivní (Se a Zn) tak negativní (vysoké hladiny glukokortikoidů 
a působení endokrinních disruptorů) mají podle naší hypotézy vliv na normospermii. 
3 Cíle disertační práce 
Cílem disertační práce je přispět k objasnění vlivu některých vybraných faktorů 
vnějšího prostředí na lidskou spermatogenezi, se zaměřením na steroidy a jejich úlohu 
v mužské reprodukci. Vytyčené cíle jsou konkrétně tyto: 
1) Vyvinout metodu na stanovení steroidů a BPA v plasmě a seminální plasmě na 
vysokoúčinném kapalinovém chromatografu s tandemovou hmotnostní detekcí 
(UHPLC-MS/MS) 
2) Vyšetřit rozdíly v hladinách vybraných ED, steroidů a dalších relevantních analytů 
u 4 skupin mužů s různým stupněm neplodnosti 
3) Zhodnotit vliv vybraných ED na parametry spermiogramu  
4) Zhodnotit vliv vybraných ED na aktivitu 11βHSD a dalších enzymů 
steroidogeneze. 
5) Zhodnotit vliv vybraných ED na hladiny imunoaktivních a dalších steroidů. 
6) Zhodnotit vliv vybraných ED na hladiny vybraných stopových prvků 
7) Zhodnotit, nakolik spolu korelují jednotlivé analyty v plasmě a seminální plasmě 
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4 Literární přehled 
4.1 Obecné vlastnosti endokrinních disruptorů 
Endokrinním disruptorem je jakákoliv látka, která nějakým způsobem ovlivňuje 
endokrinní systém. Přesná definice podle Environmental Protection Agency (EPA) 
definuje ED jako exogenní látku, která zasahuje do syntézy, sekrece, transportu, vazby, 
akce nebo eliminace přirozených hormonů zodpovědných za udržování homeostázy, 
reprodukci, vývoj a/nebo chování. Dnes pod tento pojem spadá několik tisíc látek. 
  Disruptory jsou různorodá skupina látek, které vykazují některé zajímavé 
charakteristiky. Podobně jako hormony mohou účinkovat ve velice malém množství. 
Nižší hladiny ED mohou mít ve výsledku větší účinky na cílovou tkáň než vyšší hladiny 
ED. Mohou také vykazovat netradiční dynamiku dávky a odpovědi, kdy křivky závislosti 
dávky na odpovědi mohou mít tvar U či invertované U [1]. Počet publikací o ED 
dramaticky narůstá – nejvíce zájmu přitahuje jejich vztah k funkci štítné žlázy, na 
druhém místě je fertilita a na dalším pak onkogenní působení, vztah k nástupu a 
průběhu puberty a nejnověji pak vztah k obezitě, kdy je některými autory připisován ED 
klíčový vztah k pandemii obezity. 
Důležitý v případě disruptorů je věk v době expozice. Vystavení se působení ED 
v dospělosti může mít zcela odlišné důsledky než expozice během vývoje. U dospělých 
je zpravidla potřeba vyšší hladina ED, aby působila toxicky na organismus. Naopak 
během vývoje organismu stačí nízká dávka po kratší dobu a může mít trvalé následky 
až do dospělosti, kdy už ED dávno v těle není přítomen. Tento koncept je pojmenován 
„the fetal basis of adult disease“ neboli expozice ED při vývoji organismu je základ 
nemoci/poruchy v dospělosti [21]. Z řady možných mechanismů zásahu ED do systému 
reprodukčních funkcí jsou nejdůležitější modifikace metabolismu hormonů, modifikace 
jejich působení na příslušné receptory a epigenetické vlivy. Vedle rozdílného působení 
ED v různých vývojových obdobích člověka, zvláště intenzivních ve „vývojových 
oknech“ (intrauterinně, v raném dětství, v pubertě a ve stáří) patří ke zvláštnostem 
působení ED také latence působení, někdy i transgenerační působení směsí (častý 
synergismus) a netradiční závislosti na dávce. Příkladem synergického působení je 
dieldrin a endosulfan, které působí 100x vyšším estrogenním efektem v kombinaci než 
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samostatně - EC50 = 100nM [22]. Podobně dieldrin působí synergicky i s jinými 
disruptory (lindan) [23]. Jiní autoři [24] prokazují, že kooperativní účinek dieldrinu a 
endosulfanu, pokud vůbec existuje, není natolik silný, aby hrál větší roli v ohrožování 
lidského zdraví. 
Do mužských reprodukčních funkcí mohou zasahovat zejména ED s vlastnostmi 
anti-androgenů nebo estrogenů. U mužů byla prokazována spoluúčast ED na řadě 
klinických poruch jako je snížená kvalita spermií, karcinom zárodečných buněk, 
anomálie mužské reprodukční soustavy, karcinom prostaty a erektilní dysfunkce [1, 25, 
26]. 
Nejznámějšími látkami, které zasahují do endokrinního systému, jsou 
polychlorované bifenyly (PCB), bisfenol A (BPA), dioxiny, ftalátové estery, fytoestrogeny 
a pesticidy. Mnohé z nich jsou velmi perzistentní (PCB, dioxiny), což má za následek 
jejich bioakumulaci v potravním řetězci a také v lidském organismu, jiné se naopak 
rychle rozkládají a mohou tak působit jen po omezenou dobu (ftaláty). Přesto ve vývoji a 
dozrávání varlat existuje několik kritických úseků, které jsou k expozici disruptorům 
obzvláště citlivé.  
4.2 Vlastnosti vybraných endokrinních disruptorů 
Mezi ED vybrané pro výzkum v rámci disertační práce byl zařazen BPA a 6 
kongenerů PCB (28, 52, 101, 138, 153 a 180). 
4.2.1 Bisfenol A 
Bisfenol A (Obr. 1) patří k vůbec nejrozšířenějším ED. Je obsažen hlavně 
v plastech, dále pak např. epoxidových pryskyřicích, kterými bývá potažen vnitřek 
plechových nádob, v dentálních výplních či ve stvrzenkách z pokladen [27]. Poprvé byl 
syntetizován v roce 1891 a ve 30. letech minulého století byl prověřován během hledání 
syntetických estrogenů pro lékařské účely. Estrogenicita BPA byla potvrzena, a ještě 
vyšší estrogenicita byla zjištěna u diethylstilbestrolu (DES). Ve 40. a 50. letech se pro 
BPA tedy našlo jiné uplatnění – stavební kámen pro výrobu polykarbonátových 
plastových hmot a jako aditivum do jiných plastových hmot [28]. 
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 Molekuly BPA jsou v plastech spojené esterovou vazbou, která je předmětem 
hydrolýzy hlavně při vyšších teplotách nebo v kyselém či zásaditém prostředí [27, 29-
31], což má za následek uvolňování BPA z výrobků. Účinky BPA v organismu byly 
předmětem zájmu mnoha studií. Kromě působení na klasických estrogenních 
receptorech (ER) α i β [32-34] BPA interaguje i s estrogenům příbuzným receptorem γ 
[35, 36], androgenním receptorem (AR) [37, 38], thyroidním receptorem (TR) [39], 
glukokortikoidním receptorem (GR) [40], receptorem aktivovaným proliferátory 
peroxisomů γ (PPARγ) [41, 42], pregnanovým X receptorem [43] nebo může působit na 
neklasické membránové ER [44]. Tyto účinky byly pozorovány při koncentracích 
srovnatelných s koncentracemi endogenních hormonů [27]. 
Obr. 1 Chemická struktura BPA            Obr. 2 Chemická struktura PCB 
 
4.2.2 Polychlorované bifenyly 
Polychlorované bifenyly (PCB) (Obr. 2) jsou z chemického hlediska chlorderiváty 
dibenzenu. Tato skupina zahrnuje přes 200 kongenerů neboli příbuzných látek, které 
měly široké využití: tekutiny do chladících zařízení (izolace či chlazení), zpomalovače 
hoření, aditiva do pesticidů či barviv [45]. PCB jsou rozpustné v tucích, a proto se také 
akumulují v tukové tkáni. V 70. letech minulého století byly kvůli své toxicitě zakázány, 
ale vzhledem k jejich perzistenci a jejich dříve hojném využívání jsou stále 
všudypřítomné v prostředí. Lidé je přijímají hlavně potravou, protože se bioakumulují v 
potravním řetězci. Epidemiologické studie ukazují na nepříznivé účinky PCB hlavně na 
motilitu spermií. Tento vztah byl konzistentně zjištěn ve studiích nejen z Ameriky, ale i 
dalších jako například v Indii, Nizozemí, na Taiwanu, Švédsku [46-49]. Další studie 
vyšetřovaly vztah mezi PCB a reprodukčními hormony [48, 50-54], zde již výsledky 




Spermatogeneze je složitý proces, při kterém nezralá zárodečná buňka 
podstupuje dělení, diferenciaci a meiosu, aby se stala haploidní spermií. Zahrnuje 3 
fáze: spermatogoniální fázi, fázi spermatocytů a fázi spermatidovou [55]. V první fázi 
spermatogonie, relativně nespecializované diploidní zárodečné buňky, ležící na vnitřní 
straně semenotvorných kanálků [56], podstupují mitózu za vzniku diploidních 
spermatocytů. V další fázi diploidní spermatocyty projdou dvěma meiotickými děleními, 
během kterých vzniknou haploidní spermatidy. Z nezralých kulatých spermatid se 
v poslední fázi, nazývané spermiogeneze, stávají zralé spermie [57]. 
Pro spermatogenezi jsou zásadní Sertoliho buňky, které nasedají na bazální 
membránu v semenotvorných kanálcích. Mezi sebou jsou spojeny těsnými spojeními 
neboli „tight junctions“ a tvoří tak bariéru mezi krevním řečištěm a semenotvornými 
kanálky [58]. Sertoliho buňky podporují zrání zárodečných buněk buď přímým 
kontaktem se zárodečnou buňkou nebo řízením vnitřního prostředí v semenotvorných 
kanálcích [59]. Regulovány jsou folikuly stimulujícím hormonem (FSH) z adenohypofýzy 
a testosteronem, který je produkován Leydigovými buňkami varlat jako odpověď na 
stimulaci luteinizačním hormonem (LH) z adenohypofýzy [55]. Testosteron působí na 
Sertoliho buňky prostřednictvím androgenního receptoru a stimuluje syntézu různých 
proteinů a trofických faktorů ve specifických fázích spermatogeneze [60]. Mezi trofické 
faktory parakrinně secernované Sertoliho buňkami patří např. insulin-like growth factor 1 
(IGF-1), nerve growth factor (NGF), growth factor derived from glia (GDNF) a stem cell 
factor (SCF) [61].  
Proces spermatogeneze začíná pod vlivem steroidních androgenů a FSH 
v pubertě a pokračuje v průběhu celého života. Proto je muž během celého tohoto 
období citlivý na změny v životním stylu a také na vystavení se různým chemikáliím 
v životním prostředí [62]. Neméně důležité je období fetálního vývoje, kdy jsou položeny 
základy mužských pohlavních orgánů. Změny ve vývoji způsobené ED by mohly mít 
zásadní vliv na kvalitu spermatogeneze v dospělosti [62]. 
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4.4 Steroidogeneze v Leydigových buňkách 
Steroidogeneze v Leydigových buňkách je řízena LH. Po vazbě LH na receptor 
spojený s G-proteiny je stimulována tvorba cyklického adenosin monofosfátu (cAMP) 
[63]. Vyšší hladiny cAMP následně aktivují na cAMP závislou proteinkinázu A (PKA), 
která fosforyluje seriny na steroidním akutním regulačním proteinu (StAR), čímž ho 
aktivuje. [64]. StAR společně s periferním typem benzodiazepinového receptoru (PBR) 
zprostředkovávají přenos cholesterolu od vnější k vnitřní mitochondriální membráně 
[65-67]. Přenos cholesterolu je prvním a zároveň limitujícím krokem ve steroidogenezi. 
Jakmile se cholesterol dostane do vnitřní mitochondriální membrány, je konvertován na 
pregnenolon cytochromem P450scc (CYP11A1). Pregnenolon se pak z mitochondrie 
přesouvá do hladkého endoplasmatického retikula, kde je pomocí 17α-
hydroxylázy/17,20lyázy (CYP17A1) konvertován přes 17α-hydroxy-pregnenolon (17-
OH-PREG) na dehydroepiandrosteron (DHEA). V dalším kroku se uplatní enzym 3β-
hydroxysteroidní dehydrogenáza (3βHSD), která katalyzuje přeměnu DHEA na 
androstendion (ADION) a poslední fáze, přeměna na testosteron (T), je zajištěna 17β-
hydroxysteroidní dehydrogenázou (17βHSD) typu 3 [68]. 
4.4.1 Řízení steroidogeneze 
Celá signalizační osa je řízena z hypothalamu pulzně vylučovaným 
gonadotropin-uvolňujícím hormonem = gonadoliberinem (GnRH), který dále působí na 
adenohypofýzu. Z té se po podnětu vylučují FSH a LH, které se krevním řečištěm 
dostávají do varlat. LH působí na Leydigovy buňky v intersticiu a stimuluje tvorbu 
testosteronu, zatímco FSH působí přímo na Sertoliho buňky. Uvolňování GnRH je 
řízeno hypothalamickým peptidem kisspeptinem-1 a jeho receptorem spřaženým s G-
proteiny. Kisspeptin je kódován genem KISS1, který je cílem gonadálních steroidů u 
obou pohlaví [69]. Kisspeptinové neurony exprimují ERα, progesteronový receptor (PR) 
a AR [70]. Je pravděpodobné, že regulace exprese KISS1 genu bude fungovat jako 
negativní zpětná vazba [71]. Dokázáno to bylo např. na samicích myší, kdy po 
ovariektomii se gen KISS1 exprimoval více a jeho exprese po podání estradiolu zase 
klesla [72]. U myší a lidí, kterým chybí kisspeptinový receptor, se objevuje 
hypogonadotropní hypogonadismus a s tím související infertilita [73, 74]. 
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Dalšími hormony podílející se na řízení osy hypothalamus-hypofýza-testes jsou 
inhibiny a aktiviny. Nejprozkoumanějším inhibinem je inhibin B tvořící se v Sertoliho 
buňkách v testes, který inhibuje tvorbu FSH v hypofýze [75-77]. Opačné účinky má 
aktivin A produkovaný testes, hypothalamem i hypofýzou, který tvorbu FSH stimuluje 
[78, 79]. Anti-Mülleriánský hormon je dalším členem rodiny transforming growth factor β 
(TGFβ), který se tvoří v Sertoliho buňkách a podílí se na regulaci steroidogeneze [80]. 
4.5 Mechanismy působení ED 
4.5.1 Kompetice o vazbu na receptory 
Nejdéle známým mechanismem působení ED je jejich vazba na jaderné 
receptory. Endokrinní disruptory jsou strukturně podobné mnoha steroidům, účinkují 
také v nízkých dávkách a mohou mít lipofilní vlastnosti. Proto jsou schopné 
napodobovat endogenní hormony a napodobovat jejich mechanismus působení, 
transport a ukládání ve tkáních. Jejich vlastnosti jim umožňují navázat se na jaderné 
receptory a tím aktivovat nebo potlačovat jejich funkci. Je známé působení ED na ERα i 
β [32-34], AR [81] , TR [39, 82], PR [83], retinoidní receptor [84]  receptor pro arylované 
uhlovodíky (AhR) [85, 86] , GR [40] či PPARγ [87-90] [91] či pregnanový X receptor 
[92].  
Po navázání ED na receptor se komplex přesune do jádra, má však často jiné 
účinky než přirozený ligand. Pokusy s estradiolem a DES ukázaly, že DES jakožto 
syntetický estrogen se sice naváže na ER stejně jako estradiol, ale některé geny se pod 
jeho působením exprimují více a jiné naopak méně, takže výsledný efekt těchto dvou 
látek je rozdílný [93]. Bylo prokázáno, že ED se mohou vázat nejen na jaderné 
receptory ale i na membránové ER [94, 95] či na nesteroidní receptory [1]. 
4.5.2 Modulace enzymových systémů  
Původně bylo působení endokrinních disruptorů vysvětlováno jen vazbou na 
nukleární steroidní receptory. Dnes již víme, že mohou působit i na jiných úrovních, 
mimo jiné mohou narušovat steroidní biosyntézu a metabolismus [1] či antioxidačními 




4.5.2.1 Modulace steroidní biosyntézy a metabolismu 
Ovlivnění steroidogeneze ED můžeme představit na příkladu ftalátů. Ftaláty 
ovlivňují steroidogenezi v Leydigových buňkách v závislosti na stadiu fetálního vývoje. 
Podávání diethylhexyl ftalátu (DEHP) potkanům dva týdny postnatálně má za následek 
snížení aktivity 17βHSD a hladin T v Leydigových buňkách. Na druhou stranu podávání 
DEHP dospělým potkanům steroidogenezi v Leydigových buňkách neovlivňuje [97].  
V případě podávání xenoestrogenu bisfenolu A byla zjištěna snížená aktivita 
cytochromu CYP17A1 [98] a stejně tak StAR, CYP11A1, a 17βHSD [99]. 
Působením na steroidogenní enzymy ED ovlivňují syntézu T Leydigovými 
buňkami v průběhu fetálního vývoje i v dospělosti. Nejčastějším cílem ED jsou tedy 
geny kódující StAR, CYP11A1 a CYP17A1, které jsou potřebné pro biosyntézu 
steroidních hormonů. Následkem změn ve steroidním spektru, které dále ovlivňují 
zpětnovazebné systémy na ose hypothalamus-hypofýza-gonády, dochází k reprodukční 
dysfunkci [100]. 
4.5.2.2  Indukce oxidačního stresu 
Stále více důkazů naznačuje, že chemikálie z prostředí mohou snižovat 
testikulární funkce také narušením rovnováhy mezi pro-oxidačními a antioxidačními 
mechanismy, čímž aktivují další dráhy, např. dráhu vedoucí k apoptóze. Ačkoliv 
fyziologické hladiny reaktivních kyslíkových radikálů a apoptózy jsou nutné pro normální 
funkce varlat, patologické hladiny mohou být škodlivé [101].  
Ve varlatech je vyvinuta řada antioxidačních mechanismů, mezi nimiž působí jak 
enzymatické tak neenzymatické složky [102]. Mezi antioxidační enzymy chránící varlata 
patří např. superoxid dismutáza, glutathion peroxidáza a kataláza. Superoxid dismutáza 
nejprve konvertuje superoxidový anion na peroxid vodíku, který pak kataláza a 
superoxid dismutáza převede na vodu.  
Několik studií publikovalo výsledky ohledně BPA, ve kterých zvyšuje oxidační 
stres ve varlatech, nadvarlatech a spermiích u různých živočišných druhů. Podávání 
BPA potkanům způsobuje snížení motility i počtu spermií v epididymis, dále snižuje 
aktivitu superoxid dismutázy, katalázy, glutathion reduktázy a glutathion peroxidázy a 
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s tím související zvýšení hladin peroxidu vodíku a lipidové peroxidace [96]. Ve varlatech 
byly u myší zjištěny snížené hodnoty redukovaného glutathionu po podání BPA [103]. 
U endokrinních disruptorů, jako jsou např. BPA, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-
dioxin či kadmium, je známo, že indukují oxidativní stres ve varlatech down-regulací 
antioxidačních enzymů [96, 104, 105]. Nedávné studie ukázaly, že ED mohou způsobit 
mužskou infertilitu také narušením buněčných spojení mezi Sertoliho a zárodečnou 
buňkou v testes a mezi Sertoliho buňkami navzájem. K takovému porušení integrity 
v testes může docházet buď přes signalizační dráhu mitogenně aktivované protein 
kinázy (MAPK) nebo přes kaskádu fosfatidylinositol-3-kinázy/c-Src/focal adhesion 
kinázy [106]. Narušení spojení mezi jednotlivými buňkami vede následně k dysregulaci 
spermatogeneze. Bisphenol A je jedním z disruptorů, které mohou působit přes MAPK 
dráhu a narušovat spojení „tight junctions“ mezi Sertoliho buňkami v hematotestikulární 
bariéře [107]. 
4.5.3  Epigenetické působení ED 
Všechny doposud jmenované mechanismy vysvětlují přímé působení ED na 
organismus. Relativně nedávno bylo zjištěno, že vývoj zárodečných buněk může být 
ovlivněn také nepřímo, zděděným epigenetickým působením ED. Epigenetické změny 
jsou takové změny v genové expresi, při kterých DNA sekvence zůstává zachována, ale 
upravená může být např. metylace DNA, acetylace histonů či microRNA [108]. 
Dostupné informace z modelů na zvířatech ukazují, že při expozici xenobiotikům 
v kritických obdobích savčího vývoje může docházet k trvalým a dědičným změnám 
v epigenetickém stavu. Poprvé byly epigenetické změny v zárodečné linii prezentovány 
u potkanů Anwayem a kol. [109]. Březí samice potkanů byly vystaveny 
antiandrogennímu fungicidu vinclozolinu či estrogennímu insekticidu methoxychloru. 
V F1 generaci byl pozorován snížený počet a viabilita spermií. Tyto účinky byly 
pozorovány ve všech zkoumaných generacích (až do F4) a korelovaly se změnami 
v metylaci DNA [109]. Další studie prokázaly hypometylaci DNA při prenatální expozici 
BPA u potkanů [110] či negativní korelaci mezi hypometylací DNA a hladinami 
persistentních organických polutantů (např. DDT, p,p´-DDE) v séru [111].  
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4.6 Legislativa endokrinních disruptorů 
Pojem endokrinní disruptor byl poprvé definován na konferenci vědců ve 
Wingspreadu ve státě Wisconsin v roce 1991: „Mnoho látek uvedených do prostředí 
lidskou činností je schopných narušovat endokrinní systém zvířat, včetně ryb, volně 
žijících živočichů a člověka.“ Od té doby se začala řešit problematika ED a jejich 
potenciální nepříznivé účinky na člověka. 
Většina zákonů o environmentálních kontaminantech ve Spojených státech 
amerických jsou připravovány agenturou EPA, která identifikovala asi 87 000 chemikálií, 
které jsou komerčně využívány. O drtivé většině z těchto látek máme jen málo informací 
o jejich toxicitě. Proto v roce 1998 EPA navrhla 2-pilířový postup na testování toxicity 
chemikálií. První pilíř zahrnuje skríningovou baterii in vitro a in vivo testů navrženou pro 
testování potenciálních interakcí látek s endokrinním systémem. Ty látky, které budou 
vyhodnoceny jako potenciálně interagující, postoupí do druhého pilíře pro určení 
nežádoucích účinků na organismus a určení dynamiky dávky a odpovědi. Výsledky 
testů z druhého pilíře pak poslouží k posouzení nebezpečnosti látek, které povedou 
k regulaci těchto látek na trhu. 
V Evropské Unii je hlavním regulačním orgánem ECHA (European Chemical 
Agency), která se stará o tvorbu a uplatňování právních předpisů o chemických látkách, 
které vedou k ochraně lidského zdraví a prostředí. V roce 2007 vstoupila v platnost 
směrnice REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of 
Chemicals). Ta zjednodušuje a zlepšuje dřívější legislativní rámec pro chemické látky v 
Evropské unii a činí průmysl odpovědným za stanovení a vyhodnocení rizik chemikálií a 
uživatelům musí poskytnout informace o látkách, které vzbuzují mimořádné obavy. Na 
kandidátské listině látek vzbuzujících mimořádné obavy figuruje v současnosti 144 
chemikálií. V květnu minulého roku skončila druhá vlna registrace chemikálií, které jsou 
dovážené jednou společností do Evropské Unie v množstvích 100 až 1000 tun ručně. 
Poslední vlna registrace má proběhnout do konce května 2018, kdy mají být 
zaregistrovány chemikálie dovážející se do EU v množství menší než 1 tuna ročně.  
Téma endokrinních disruptorů je v poslední době velmi diskutované. V červnu 
roku 2013 podepsalo 89 předních vědců z celého světa Berlaymontskou deklaraci o 
endokrinních disruptorech. V té vyjádřili svůj názor k tomuto důležitému tématu a vyzvali 
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Evropskou komisi k zavedení regulačních opatření, která jsou v souladu se současnými 
nejnovějšími vědeckými poznatky a metodami. Podobné stanovisko zaujímá Evropský 
parlament, který jednomyslně schválil zprávu europoslankyně Åsy Westlund o ochraně 
veřejného zdraví před endokrinními disruptory. Ta vyzývá k přijetí opatření, která by 
byla zaměřena na snížení krátkodobé a dlouhodobé expozice osob endokrinním 
disruptorům. Navrhuje také  daleko více se zaměřit na výzkum, který by zlepšil vědecké 




5 Materiál a metodika 
5.1 Účastníci studie 
 Studovaná skupina se skládala ze 191 mužů, kteří navštěvovali Centrum 
asistované reprodukce Pronatal v období od dubna 2012 do září 2015. Muži se lišili ve 
stupni plodnosti. Část souboru zahrnovala muže-normospermiky, kde příčina 
neplodnosti byla na straně partnerky. Ostatní pacienti měli různé defekty spermií od 
mírných defektů až po azoospermiky. Každý pacient podstoupil standardizované 
vyšetření ejakulátu (spermiogram), které probíhalo podle kritérií Světové zdravotnické 
organizace (WHO) z roku 2010. Všichni pacienti podstoupili základní urologické a 
andrologické vyšetření včetně ultrasonografie prostaty, seminálních váčků a varlat, kde 
nebyly zjištěny žádné patologické nálezy. Dále byla zaznamenána jejich váha a výška.  
 Muži byli rozděleni na základě výsledků spermiogramu do 4 skupin. První 
skupina (n=89) zahrnovala muže s normospermií, do druhé (n=59) byli zařazeni muži 
s oligospermií, asthenospermií a oligoasthenospermií, třetí skupina (n=25) obsahovala 
muže s teratospermií, oligoasthenoteratospermií či oligoteratospermií a v poslední 
skupině byli muži-azoospermici (n=18). Tyto skupiny jsme pojmenovali jako zdravé 
muže (1.sk), a dále mírně (2.sk), středně (3.sk) a těžce (4.sk) neplodné muže. 
 Studie byla vedena v souladu s Helsinskou deklarací vydanou Světovou 
lékařskou asociací (WMA). Protokol byl schválen etickou komisí Endokrinologického 
ústavu. Každý pacient podepsal informovaný souhlas před zařazením do studie a 
odběrem biologického materiálu.  
5.2 Sběr vzorků 
 Od každého pacienta byl odebrán vzorek krve do zkumavek pro nesrážlivou krev 
obsahující ethylendiamintetraoctovou kyselinu (EDTA) a vzorek ejakulátu. Plasma byla 
získána 10-ti minutovou centrifugací při 1500g. Ejakulát byl centrifugován 10 minut při 
2000g a supernatant - seminální plasma - byla následně převedena do nové zkumavky. 
Vzorky byly uloženy v teplotě -20°C a rezervní vzorky při -80°C až do doby, kdy byly 
zpracovány. Všechny kroky v pracovním postupu včetně skladování byly provedeny ve 
skle a za užívání skleněných pomůcek, abychom se vyhnuli kontaminaci BPA. Doba 
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stání krve v odběrové zkumavce byla snížena na minimum a bylo ověřeno, že touto 
cestou nedochází ke kontaminaci. Více se tímto problémem zabýváme ve článku Vítků 
a kol. 2015a [112] (Příloha VIII). 
5.3 Roztoky a chemikálie 
 Kortizol, kortizon a dehydroepiandrosteron (DHEA) byly zakoupeny v Koch-Light 
Laboratories Ltd. (Colnbrook, Velká Británie); 7α-hydroxy-DHEA (7α-OH-DHEA), 7β-
hydroxy-DHEA (7β-OH-DHEA), 7-oxo-DHEA, T, ADION, PREG, 17-OH-PREG, estron 
(E1), 17β-estradiol (E2), estriol (E3) a deuterované standardy DHEA (d3-DHEA), 
ADION (d7-ADION), PREG (d4-PREG), 17-OH-PREG (d3-17-OH-PREG), E1 (d4-E1), 
E3 (d2-E3) s dihydrotestosteronu (d3-DHT) byly od Steraloids (Newport, RI, USA). D4-
Kortizol zakoupen v CDN isotopes (Ponte-Claire, Canada). D1-7α-OH-DHEA and d1-7-
oxo-DHEA byly získány z Betulinines (Stříbrná Skalice, Česká Republika). D1-T byl 
syntetizován firmou Sci-Tech (Praha, Česká Republika). BPA a jeho deuterovaný 
standard (d16-BPA), deuterovaný E2 (d3-E2) a kortizon (d7-kortizon),  DHT, 2-
hydrazinopyridin, ammonium formát, trifluorooctová kyselina, 99.9% tert-butyl methyl 
ether, aceton, hydrogenuhličitan sodný, hydroxid sodný a dansyl chlorid byly zakoupeny 
v Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Metanol a voda pro chromatografii v HPLC 
kvalitě byly dodány firmou Merck (Darmstadt, Německo). Diethyl ether byl objednán ve 
firmě Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice, Česká Republika).  
5.4 Kapalinová chromatografie s tandemovou hmotnostní detekcí 
 Pro stanovení steroidů a BPA v plasmě a seminální plasmě byla použita 
kapalinová chromatografie Eksigent ultraLC 110 (Redwood City, CA, USA), která byla 
vybavena kolonou Kinetex C18 (100 x 3.0 mm, 2.6 µm, příp. 1.7 µm; Phenomenex, 
Torrance, CA, USA) a předkolonou Security Guard ULTRA cartridge system (UHPLC 
C18 pro 3mm průměr kolony; Phenomenex, Torrance, CA, USA). 
 Detekce analytů byla prováděna na hmotnostním detektoru API 3200 od firmy 
AB Sciex (AB Sciex, Concord, Kanada), kde probíhala ionizace elektrosprejem 
v pozitivním módu. Optimální podmínky iontového zdroje a hmotnostního detektoru byly 
zjištěny pomocí infuze 0.2 µg/mL jednotlivých analytů rychlostí 20 µL/min. Optimální 
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podmínky byly nalezeny při napětí iontového spreje 5500V, teplotě 600°C, hodnotě 
„curtain gas“ 25.0 psi, hodnotě kolizního plynu 4 psi, prvního plynu iontového zdroje 
40.0 psi a hodnotě druhého plynu iontového zdroje 60.0 psi. 
5.5 Další měření 
 LH, FSH a globulin vázající pohlavní hormony (SHBG) byly stanoveny 
imunoradiometrickou metodou formou kitu (Immunotech, Marseille, Francie). 
Plasmatický DHT byl stanoven radioimunoanalytickou metodou vyvinutou na našem 
pracovišti [113]. Koncentrace Se a Zn v plasmě byly stanoveny v laboratořích AGEL 
(Nový Jičín, ČR) atomovou absorpční spektrometrií, metodou akreditovanou a 
komerčně dostupnou. Hladiny 6 kongenerů PCB (PCB 28, 101, 118, 138, 153, 180) byly 
změřeny v akreditované laboratoři ALS Czech Republic (Pardubice, ČR) pomocí 
plynové chromatografie spojené s hmotnostní detekcí s vysokým rozlišením (GC-
HRMS). 
 Hodnota volného testosteronu (FT) byla spočítána podle Vermeulena a kol. 
[114].  
5.6 Statistická analýza 
 Na základě běžné praxe byla data pod limitem detekce (LOD) nahrazena 
hodnotou LOD/√2 [115]. Všechna data byla transformována kvůli významné šikmosti, 
špičatosti a nekonstatnímu rozptylu (heteroskedasticitě) pomocí Box-Coxovy 
transformace směrem k symetrii rozdělení data a reziduí a ke konstantnímu rozptylu 
(homoskedasticitě). Rozdíly mezi skupinami v jednotlivých analytech byly vyhodnoceny 
jednofaktorovou analýzou variance, která byla následována vícenásobným porovnáním 
metodou nejmenších významných rozdílů. Tyto statistické operace byly provedeny 
v softwaru Statgraphics Centurion XVI od firmy Statpoint Inc. (Warrenton, VA, USA). 
Vícerozměrná korelační analýza a s tím související vyhledání vícerozměrných 




6 Výsledky  
6.1 Vývin metody na stanovení steroidů a BPA v plasmě a seminální 
plasmě na UHPLC-MS/MS 
 Systém UHPLC-MS/MS, který máme v laboratoři, neumožnil stanovení všech 
steroidů bez větší přípravy kvůli malé citlivosti. Proto bylo nutné použít derivatizační 
činidlo, abychom zvýšili citlivost a rozlišení. Po vyzkoušení několika různých 
derivatizačních činidel byly vybrány 2 derivatizační činidla - 2-hydrazinopyridin pro 
stanovení steroidů s ketoskupinou a dansyl chlorid pro stanovení analytů s fenolovou 
skupinou - estrogenů (estron, 17β-estradiol, estriol) a BPA.   
 Obě metody byly optimalizovány jak z hlediska množství derivatizačního činidla, 
délky jeho působení a dalších kroků, jako je volba chromatografické kolony a nastavení 
vhodných podmínek pro hmotový spektrometr. Metoda na stanovení BPA a estrogenů 
byla navíc testována pro vyloučení možné kontaminace během pracovního postupu.  
 Druhá metoda byla vyvíjena ve 2 krocích. V první části byla metoda 
optimalizována pro stanovení 6 steroidů (Kortizol, kortizon, DHEA, 7α-OH-DHEA, 7β-
OH-DHEA, 7-oxo-DHEA) v plasmě, vč. optimalizace volby extrakčního činidla a jeho 
objemu. Tato metoda byla následně rozšířena o stanovení další 4 steroidů (Preg, 17-
OH-Preg, ADION, T) a validována jak pro plasmu, tak pro seminální plasmu. 
 Metody byly publikovány v časopisech s impakt faktorem, kde je detailněji 
popsán pracovní postup a výsledky validace ([112, 116] - Příloha VII, VIII a X). 
6.2 Rozdíly v hladinách ED, steroidů a dalších relevantních analytů 
u 4 skupin mužů s různým stupněm neplodnosti 
 Průměrný věk (±SD) všech účastníků studie byl 35.8±5.6 let a průměrná hodnota  
BMI (±SD) byla 27.2±3.6 kg/m2. Do studie bylo zařazeno 55% mužů trpící nadváhou 
(BMI 25-30) a 20% obézních (BMI>30). Věk i hodnoty BMI se významně nelišily mezi 4 
sledovanými skupinami mužů (Tab. 1). 
 BPA byl detekován v 89% plasmatických vzorcích a v 93% seminálních vzorcích. 
Mezi nejhojnější kongenery PCB se zařadili PCB 180 a PCB 153 (detekovány v 99 a 
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100% vzorků). Dále následovaly PCB 138 (v 96 % vzorků), PCB 118 (v 56 % vzorků), 
PCB 101 (v 8 % vzorků) a PCB 28 (5%).  
 Rozdíly v hladinách PCB mezi jednotlivými skupinami jsou uvedeny v Tab. 1. 
Hladiny seminálního BPA se zvyšovaly směrem k těžce neplodným mužům. 
Plasmatické hladiny BPA byly významně vyšší u mírně a středně neplodných mužů 
v porovnání se zdravými a těžce neplodnými muži. Součet hladin kongenerů byl nižší u 
mírně neplodných mužů v porovnání s ostatními skupinami. Pro samostatné kongenery 
PCB 101 a 28 nebylo vícenásobné porovnání provedeno z důvodu malého počtu vzorků 
s koncentracemi nad limitem detekce. Vícenásobné porovnání bylo provedeno stejným 
způsobem i pro steroidy v plasmě a seminální plasmě a další relevantní analyty v 
plasmě (LH, FSH, SHBG, Se, Zn) (Tab. 1 pro steroidy v seminální plasmě a ED a Tab. 
2 pro steroidy v plasmě).  
Tab. 1. Porovnání hladin vybraných ED (PCB v plasmě a BPA v plasmě a seminální plasmě) a steroidů v seminální plasmě u 4 skupin mužů s různým stupněm 
neplodnosti. Data jsou uvedena jako průměry s 95% konfidenčními intervaly (v závorkách) pro každou skupinu. 
Skupina 1 = zdraví muži; Skupina 2 = mírně neplodní muži; Skupina 3= středně neplodní muži; Skupina 4 = těžce neplodní muži 
  Analyt Jednotky 
SKUPINA 1                                
(n=89) 
SKUPINA 2                                  
(n=59) 
SKUPINA 3                                
(n=25) 








Věk rok 35.9 (34.8; 37.0) 35.7 (34.3; 37.0) 35.8 (33.8; 37.8) 35.2 (32.9; 37.6) 0.972 
   BMI kg/m² 27.7 (26.7;28.8) 26.9 (25.8;28.1) 26.1 (24.9; 27.5) 26.4 (24.8; 28.1) 0.275   
ED 
Σ 6 PCB kongenerů ng/g plasmy 1.52 (1.35;1.72) 1.30 (1.13;1.51) 1.00 (0.76;1.31) 1.32 (1.00;1.75) 0.035 3<1 
PCB 180 ng/g plasmy 0.66 (0.58;0.76) 0.53 (0.45;0.62] 0.49 (0.36;0.66) 0.57 (0.41;0.77) 0.098 2<1 
PCB 153 ng/g plasmy 0.57 (0.50;0.65) 0.48 (0.41;0.56) 0.35 (0.26;0.47) 0.47 (0.34;0.63) 0.021 3<1 
PCB 118 ng/g plasmy 0.030 (0.25;0.035) 0.026 (0.021;0.033) 0.025 (0.015;0.044) 0.020 (0.012;0.038) 0.552 
 PCB 138 ng/g plasmy 0.223 (0.195;0.256) 0.202 (0.173;0.237) 0.184 (0.137;0.252) 0.206 (0.147;0.295) 0.641 
 Plasmatický BPA ng/mL 0.029 (0.019;0.044) 0.059(0.034;0.106) 0.072 (0.039;0.185) 0.019 (0.008;0.047) 0.029 1<2,3  
Seminální BPA ng/mL 0.075 (0.055;0.100) 0.130 (0.093;0.179) 0.153 (0.091;0.243) 0.148 (0.082;0.250] 0.018 1<2,3,4 
SEMINÁLNÍ 
PLASMA 
Pregnenolon ng/mL 0.198 (0.170;0.231] 0.173 (0.144;0.206) 0.298 (0.229;0.385) 0.182 (0.132;0.249) 0.009 1,2,4,<3 
17-OH-PREG ng/mL 0.119 (0.090;0.154) 0.100 (0.072;0.136) 0.126 (0.080;0.186) 0.090 (0.048;0.151) 0.667 
 Kortizol ng/mL 4.60 (3.74;5.55) 5.76 (4.67;6.97) 6.88 (5.15; 8.88) 4.88 (3.20;6.93) 0.105 1<3 
Kortizon ng/mL 7.42 (6.78;8.06) 7.78 (7.05;8.51) 7.72 (6.64;8.81) 6.69 (5.41;7.99) 0.508 
 DHEA ng/mL 1.40 (1.13;1.75) 1.45 (1.14;1.86) 2.40 (1.65;3.57) 1.88 (1.22;2.99) 0.073 1,2<3 
7α-OH-DHEA ng/mL 0.275 (0.238;0.318) 0.235 (0.198;0.279) 0.245 (0.191;0.313) 0.223 (0.165;0.299) 0.429 
 7β-OH-DHEA ng/mL 0.064 (0.053;0.075) 0.066 (0.054;0.079) 0.081 (0.061;0.103) 0.078 (0.056;0.103) 0.381 
 7-oxo-DHEA ng/mL 0.035 (0.027;0.044) 0.039 (0.029;0.051) 0.040 (0.025;0.059) 0.039 (0.023;0.060] 0.917 
 Androstendion ng/mL 0.016 (0.010;0.025) 0.022 (0.014;0.036) 0.016 (0.007;0.035) 0.011 (0.005;0.027) 0.528 
 Testosteron ng/mL 0.019 (0.012;0.031) 0.020 (0.011;0.035) 0.023 (0.010;0.050) 0.018 (0.006;0.050) 0.975 
 DHT ng/mL 0.225 (0.184;0.271) 0.158 (0.121;0.201) 0.135 (0.087;0.198) 0.114 (0.063;0.185) 0.012 1>2,3,4 
Estradiol ng/mL 0.0039 (0.0034;0.0045) 0.0041 (0.0034;0.0050) 0.064 (0.0046;0.0097) 0.0050 (0.0036;0.0075) 0.036 1,2<3 
Estron ng/mL 0.0043 (0.0037;0.0050) 0.0047( 0.0039;0.0057) 0.0077 (0.0056;0.0109) 0.0047 (0.0034;0.0068) 0.016 1,2,4<3 




Tab. 2. Porovnání hladin steroidů v  plasmě u 4 skupin mužů s různým stupněm neplodnosti. Data jsou uvedena jako průměry s 95% konfidenčními intervaly (v 
závorkách) pro každou skupinu. 
Skupina 1 = zdraví muži; Skupina 2 = mírně neplodní muži; Skupina 3= středně neplodní muži; Skupina 4 = těžce neplodní muži 
Analyt Jednotky 
SKUPINA 1                                
(n=89) 
SKUPINA 2                                  
(n=59) 
SKUPINA 3                                
(n=25) 







Se µmol/L 0.96 (0.91;1.01) 0.97 (0.92;1.04) 1.04 (0.93; 1.17) 1.03 (0.91;1.18) 0.512 
 Zn µmol/L 12.59 (11.80;13.44) 12.34 (11.43;13.33) 13.28 (11.60;15.22) 11.09 (9.55;12.90) 0.346 
 LH IU/L 2.80 (2.47;3.17) 3.40 (2.92;3.97) 3.25 (2.50;4.25) 5.39 (3.99;7.29) 0.001 1,2,3<4 
FSH IU/L 2.94 (2.57;3.37) 3.90 (3.29;4.66) 3.61(2.70;4.90) 10.24 (6.96;15.48) 0.000 1<2,4  2,3<4 
SHBG nmol/L 21.69 (19.65;23.87) 20.58 (18.24;23.14) 20.18 (16.34;24.64) 22.12 (17.42;27.70) 0.848 
 Pregnenolon ng/mL 0.36 (0.29;0.44) 0.33 (0.25;0.42) 0.47 (0.32; 0.66) 0.30 (0.17;0.47) 0.358 
 17-OH-PREG ng/mL 1.64 (1.41;1.90) 1.44 (1.21;1.73) 1.78 (1.34; 2.37) 1.26 (0.91; 1.77) 0.329 
 Kortizol ng/mL 106 (97;116) 106 (96;117) 97 (82;114) 87 (70;107) 0.266 
 Kortizon ng/mL 25.8 (24.5;27.2) 24.8 (23.3;26.4) 25.4 (23.0;27.9) 25.0 (22.2;27.9) 0.810 
 DHEA ng/mL 4.29 (3.81;4.85) 3.82 (3.33;4.41) 4.35 (3.49;5.48) 3.36 (2.62;4.36) 0.267 
 7α-OH-DHEA ng/mL 0.278 (0.244;0.317) 0.253 (0.217;0.295) 0.282 (0.222; 0.359) 0.209 (0.156;0.279) 0.285 
 7β-OH-DHEA ng/mL 0.149 (0.133;0.166) 0.126 (0.108;0.145) 0.139 (0.110;0.170) 0.104 (0.074;0.137) 0.064 1>4 
7-oxo-DHEA ng/mL 0.039 (0.032;0.048) 0.030 (0.023; 0.039) 0.034 (0.022;0.050) 0.042 (0.027;0.063) 0.336 
 Androstendion ng/mL 0.583 (0.532;0.638) 0.612 (0.549;0.683) 0.642 (0.536;0.769) 0.540 (0.436;0.670) 0.583 
 Testosteron ng/mL 3.32 (3.07;3.58) 3.34 (3.04;3.66) 3.75 (3.25;4.28) 3.37 (2.82;3.98) 0.494 
 DHT ng/mL 0.519 (0.497;0.541) 0.522 (0.486;0.549) 0.549 (0.504;0.597) 0.531 (0.480;0.585) 0.679 
 Estradiol ng/mL 0.017 (0.014;0.021) 0.016 (0.013;0.020) 0.016 (0.011; 0.022) 0.007 (0.004;0.012) 0.016 1,2,3>4 
Estron ng/mL 0.023 (0.019; 0.027) 0.022 (0.018;0.027) 0.022 (0.017; 0.029) 0.019 (0.013; 0.027) 0.854 




6.3 Vliv vybraných ED na parametry spermiogramu 
 Pomocí parciálních korelací adjustovaných na věk a BMI byly vyhodnoceny 
vztahy mezi jednotlivými ED a parametry spermiogramu – celkovým počtem spermií, 
koncentrací spermií, motilitou a morfologií (Tab. 3).  
Tab. 3. Vliv vybraných ED na parametry spermiogramu 
Parametry spermiogramu 
Σ 6 PCB kongenerů 
v plasmě  
BPA v plasmě 
 
BPA v seminální 
plasmě 
  r p-hodnota   r p-hodnota   r p-hodnota 
Koncentrace (10
6
/mL) 0.273 0.000 
 
-0.119 0.134   -0.212 0.005 

























Morfologie 0.099 0.223   -0.029 0.729   -0.156 0.049 
 Hladiny BPA v seminální tekutině negativně korelovaly s koncentrací, 
celkovým počtem spermií a morfologií, na druhou stranu tyto závislosti nebyly 
zjištěny u BPA v plasmě. Zde byla pozorována pozitivní korelace mezi BPA a počtem 
neprogresivně pohyblivých spermií. Hladiny PCB v plasmě překvapivě pozitivně 
korelovaly s koncentrací a celkovým počtem spermií. 
6.4 Vliv vybraných ED na aktivitu 11βHSD a dalších enzymů 
 Pro zjištění aktivity některých enzymů steroidogeneze byly koncentrace 
steroidů dány do poměrů – vždy prekurzor ku produktu a hledány závislosti 
s vybranými ED. Vztahy jsou uvedeny jako parciální korelace adjustované na věk a 
BMI. Korelace podílů s plazmatickými ED byly vypočítány z plasmatických hladin, 
korelace se seminálním BPA byly spočítány z poměrů hladin steroidů v seminální 
plasmě (Tab. 4). 
 Významné parciální korelace byly nalezeny pro PCB a poměry 
Androstendion/T a T/DHT odpovídající enzymům 17βHSD a 5α-reduktáze. V periferii 
byl BPA asociován s poměrem kortizol/kortizon (enzym 11βHSD), 
DHEA/androstendion (enzym 3βHSD), androstendion/T (enzym 17βHSD či 
aldoketoreduktáza AKR1C3) a T/E2 (enzym aromatáza). Naopak v seminální plasmě 
nebyl nalezen žádný vztah mezi BPA a poměry steroidů, což naznačuje spíše 
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ovlivnění systémových enzymů steroidogeneze uložených v nadledvinách a 
periferních tkáních. 
Tab. 4. Vliv PCB a BPA na aktivitu vybraných enzymů 
Prekurzor/produkt 
Σ 6 PCB kongenerů v 
plasmě  
BPA v plasmě 
 
BPA v seminální 
plasmě 
  r 
p-







Kortizol/Kortizon 0.146 0.065  
0.176 0.026   0.042 0.617 




























6.5  Vliv vybraných ED na hladiny imunoaktivních a dalších 
steroidů 
 Pro hodnocení vztahů mezi imunoaktivními steroidy a ED byly opět vypočítány 
parciální korelace adjustované na věk a BMI (Tab. 5). Pro úplnost byly zjištěny i 
korelace s plasmatickými gonadotropiny a SHBG. Hladiny plasmatických ED byly 
korelovány s plasmatickými hladinami analytů a koncentrace BPA v seminální 
plasmě byla korelována s koncentracemi steroidů v seminální plasmě. Nebyl zde 
patrný vliv BPA ani PCB na hladiny plasmatických gonadotropinů a SHBG. 
Koncentrace 6 kongenerů PCB negativně korelovala s plasmatickými androgeny - T, 
DHT i volným T. Opačné výsledky byly pozorovány u BPA v plasmě a seminální 
plasmě u steroidů na začátku steroidní biosyntézy: BPA v plasmě pozitivně koreloval 
s PREG, 17-OH-PREG a DHEA v plasmě, naopak BPA v seminální plasmě s PREG 
a 17-OH-PREG koreloval negativně. Dále BPA v plasmě i seminální plasmě 
koreloval s plasmatickými, resp. seminálními estrogeny. Kromě pozitivní korelace 
mezi plasmatickým DHEA a BPA v plasmě nebyly zaznamenány žádné další 




Tab. 5. Vliv vybraných ED na hladiny imunoaktivních a dalších steroidů 
Analyt 
Σ 6 PCB kongenerů v 
plasmě  
BPA v plasmě 
 
BPA v seminální 
plasmě 
  r 
p-







LH -0.014 0.862  
-0.021 0.792 
   FSH 0.019 0.812  
-0.111 0.166 
   SHBG -0.056 0.472  
-0.011 0.893 








































FT -0.337 0.000 
 
-0.035 0.660 













E3 0.250 0.006   0.079 0.372   0.202 0.009 
 
6.6 Vliv vybraných ED na hladiny stopových prvků  
 Parciální korelace adjustované na věk a BMI byly opět využity k odhalení 
vztahů mezi PCB a BPA a hladinami stopových prvků v plasmě (Tab. 6). Nebyly zde 
pozorovány žádné významné asociace. 
Tab. 6. Vliv vybraných ED na hladiny Se, Zn  
Analyty v plasmě 
Σ 6 PCB kongenerů v 
plasmě  
BPA v plasmě 
  r 
p-
hodnota   r 
p-
hodnota 
Se 0.078 0.315  
-0.001 0.989 
Zn -0.028 0.723   0.163 0.052 
6.7 Korelace jednotlivých analytů v plasmě a seminální plasmě 
 Na závěr bylo zjištěno, nakolik jednotlivé analyty v plasmě korelují se svými 
protějšky v seminální plasmě (Tab. 7). Lze shrnout, že steroidy v obou biologických 
tekutinách spolu vzájemně korelují, kromě 7-oxo-DHEA, DHT, estronu a estradiolu. 
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Všechny tyto steroidy jsou syntetizovány zejména enzymy v periferii, naopak v testes 
se tvoří minoritně. 




BPA v plasmě vs. BPA v seminální plasmě 0.253 0.001 
Kortizol v plasmě vs. kortizol v seminální plasmě 0.468 0.000 
Kortizon v plasmě vs. kortizon v seminální plasmě 0.396 0.000 
PREG v plasmě vs. PREG v seminální plasmě 0.375 0.000 
17-OH-PREG v plasmě vs. 17-OH-PREG v seminální plasmě 0.351 0.000 
DHEA v plasmě vs. DHEA v seminální plasmě 0.301 0.000 
7α-OH-DHEA v plasmě vs. 7α-OH-DHEA v seminální plasmě 0.468 0.000 
7β-OH-DHEA v plasmě vs. 7β-OH-DHEA v seminální plasmě 0.193 0.000 
7-oxo-DHEA v plasmě vs. 7-oxo-DHEA v seminální plasmě -0.041 0.645 
Androstendion v plasmě vs. androstendion v seminální plasmě 0.192 0.031 
T v plasmě vs. T v seminální plasmě 0.230 0.013 
DHT v plasmě vs. DHT v seminální plasmě -0.076 0.365 
Estron v plasmě vs. estron v seminální plasmě 0.005 0.954 
Estradiol v plasmě vs. estradiol v seminální plasmě 0.035 0.698 
Estriol v plasmě vs. estriol v seminální plasmě 0.498 0.000 
 
7 Diskuse 
 Působení ED na lidský organismus představuje v současnosti velice 
diskutovaný problém, jak na národní, tak na mezinárodní úrovni. Snahou Evropské 
Unie v současné době je stanovit kritéria pro posuzování výsledků testů ED, na 
jejichž základě budou jednotlivé ED na trhu omezeny, vyřazeny příp. ponechány.  
Cílem práce bylo objasnit mechanismy působení ED na jednotlivé kroky lidské 
gonadální a adrenální steroidogeneze z hlediska mužské reprodukce. Uvedené 
informace by mohly přispět k prevenci negativního působení ED a pravděpodobně i 
k léčbě následků působení ED na mužský reprodukční systém. 
 Ve většině studií zkoumajících účinky ED na hladiny reprodukčních hormonů 
byly korelovány močové koncentrace ED s plasmatickými hladinami hormonů. Jen 
málo studií porovnávalo plasmatické hladiny ED s plasmatickými, příp. seminálními 
hladinami hormonů (shrnuto v článku [117], Příloha I). Vycházeli jsme z předpokladu, 
že hladiny ED měřené přímo v  seminální tekutině budou nejlépe odrážet jejich 
působení na kvalitu spermií a steroidogenezi ve varlatech (shrnuto v článku [118], 
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Příloha II). Současné měření ED a steroidů v plasmě umožnilo zjistit, do jaké míry 
spolu korelují plasmatické a seminální koncentrace sledovaných analytů a odhadnout 
vliv ED na steroidogenezi v periferii. 
 V prvé řadě byla vyvinuta metoda na stanovení BPA a estrogenů (estron, 
estradiol, estriol) v plasmě a seminální plasmě ([112], Příloha VIII). Metodika 
stanovení BPA v plasmě/séru se již poměrně běžně používá [119-124]. Stanovení 
BPA v biologických tekutinách je v porovnání se stanoveními steroidů 
komplikovanější z důvodu možné kontaminace vzorků bisfenolem A během sběru, 
manipulace se vzorkem a jeho skladování. V každém kroku je nutno ověřit, zda 
nedochází k uvolňování zmiňované chemikálie z laboratorních plastů. V naší studii 
jsme sledovali možnou kontaminaci během celého procesu zacházení se vzorkem a 
dokázali jsme, že celková kontaminace BPA je pod limitem jeho detekce. Metoda 
tedy poskytuje citlivé a přesné stanovení nekonjugovaného BPA v plasmě i seminální 
plasmě.  
 Stanovení BPA v seminální plasmě již běžné není. Dosud byly publikovány 3 
články na toto téma [120, 125, 126]. Inoue s kolektivem vyvinul instrumentální 
metodu na stanovení BPA ve spermatu bez využití derivatizace, proto jeho metoda 
měla poměrně vysoký limit detekce (LOD) – 100 pg/mL a limit kvantifikace (LOQ) 500 
pg/mL [125]. Po porovnání se stanovením BPA pomocí enzymové imunoanalýzy na 
pevné fázi (ELISA) autoři shrnuli, že výsledky z ELISA metody mohou poskytovat 
nepřesné výsledky kvůli matricovým efektům a nedostatečné specifitě protilátky proti 
BPA [120, 125, 127]. V další zmiňované studii autoři měřili BPA v seminální plasmě, 
překvapivě však všechny jejich měřené vzorky byly pod LOD, který činil 1 pg/mL 
[126]. Další studie měřila BPA radioimunoanalyticky v seminální tekutině a folikulární 
tekutině u 28 náhodně vybraných párů podstupující in vitro fertilizaci. Koncentrace 
BPA v seminální tekutině se pohybovaly od 80 pg/mL do 1 ng/mL [120]. Naše 
metoda s limitem kvantifikace 28.9 pg/mL pro seminální plasmu a 43.5 pg/mL pro 
plasmu umožnila stanovení BPA v 93% vzorků seminální plasmy a 89% vzorků 
plasmy. Koncentrace estriolu v seminální plasmě byly v tomto článku publikovány 
poprvé. 
 Druhá metoda na stanovení steroidů v plasmě a seminální plasmě umožnila 
stanovit v plasmě 10 steroidů a v seminální plasmě 11 steroidů. Steroidem 
stanovovaným navíc v seminální plasmě oproti krevní plasmě byl DHT, který 
v plasmě nedosáhl uspokojivých validačních výsledků. V porovnání s dřívějšími 
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imunoanalytickými metodami vyvinutými na našem pracovišti i dalších pracovištích 
tato metoda umožní rychlejší, přesnější a citlivější stanovení za použití 500 µL krevní 
plasmy nebo 1 mL seminální plasmy pro celou analýzu. Stanovení komplexního 
spektra steroidů umožnilo sledovat vliv ED na celou základní steroidogenezi. 
  V naší studii BPA v plasmě jen mírně koreloval s BPA v seminální plasmě a 
jen BPA v seminální plasmě negativně ovlivňoval koncentraci spermií, jejich 
morfologii a celkový počet spermií. Těchto výsledků jsme dosáhli jak na menším 
počtu pacientů, tak poté na celé skupině 191 mužů ( [128] – Příloha IX a Příloha X). 
Podobné výsledky byly publikovány v několika studiích [129-131], na druhou stranu 
jiné studie tyto vztahy neprokázaly [132-134]. Všechny tyto studie měřily BPA v moči 
a ani v rámci této matrice nebylo dosaženo shody ve výsledcích. Stanovení 
močových analytů reflektuje spíše jejich rychlost vylučování, plasmatické hladiny 
nekonjugovaného BPA již dokumentují více jejich biologickou dostupnost pro tkáně. 
Seminální plasma se zdá být optimální pro studium vztahů mezi kvalitou spermií a 
vlivem ED, protože se nachází nejblíže zrání spermií, ovšem jsou zde jiné omezení, 
jako je její horší dostupnost a malý objem vzorku. Dále výběr populace může vést 
k odlišným závěrům, kde v některých studiích byla zkoumána obecná populace [132, 
133], v dalších plodní muži [134], muži navštěvující centra asistované reprodukce 
(naše studie, [129, 131]) či muži vystaveni velké expozici ED [130]. 
 Vztahy mezi vlivem PCB a kvalitou spermií byly shrnuty v přehledovém článku 
od Meekera a Hausera [45]. Autoři ukázali konzistentní vztah mezi PCB a zhoršenou 
motilitou, který v naší studii potvrzen nebyl. Dále bylo zjištěno, že hladiny PCB 
v plasmě byli nižší u zdravých mužů v porovnání se středně neplodnými muži (Tab. 
1) a současně pozitivně korelovaly s celkovým počtem spermií a jejich koncentrací. 
Podobné výsledky byly uvedeny ve studii Dallingy a kol. [47], kde byly zjištěny vyšší 
hladiny PCB u mužů s dobrou kvalitou spermií v porovnání s muži s horší kvalitou 
spermií. Tyto výsledky byly na hranici významnosti (p=0.06). Podobně jako studie 
výše uvedených autorů i naše práce naznačuje, že horší kvalita spermií není 
zapříčiněna expozicí PCB, ale jinými, dosud neznámými faktory. 
 Na téma vlivu močového BPA na hladiny plasmatických reprodukčních 
hormonů bylo publikováno více studií, ovšem s protichůdnými výsledky [133-140]. 
Naše zjištění o pozitivní korelaci mezi BPA v obou tělních tekutinách s estrogeny bylo 
v souladu se třemi z nich [133, 136, 137]. Jedno z možných vysvětlení zvýšených 
hladin estrogenů a sníženého poměru T/E2 v plasmě by mohlo být zvýšení aktivity či 
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exprese aromatázy na periferii nebo přímo ve varlatech. Vysvětlením by mohlo být 
také pomalejší odbourávání estrogenů pomocí sulfotransferáz či UDP-
glukuronosyltransferáz. Podle jedné studie je i BPA glukuronidován při katalýze 
různými izoformami UDP-glukuronosyltransferáz [141]. Mohlo by tedy jít o kompetici 
na těchto enzymech. In vitro studie od Zhanga a kol. na H295R buňkách podporuje 
tuto hypotézu [142]. Další studie nepotvrdili vztah mezi BPA a E2 [134, 135]. 
 Protichůdné výsledky byly publikovány také ohledně vztahu BPA a 
plasmatických gonadotropinů. V této studii BPA neměl statisticky významný vliv ani 
na jeden z gonadotropinů, stejně jako ve studii Mendioly a kol.[134]. Studie autorů 
Lassen a kol. uvádí vyšší hladiny LH vlivem BPA, bez změny koncentrací FSH [133]. 
Na druhou stranu Meeker a kol. nalézají vyšší hladiny FSH, ale ne LH ve vztahu 
k BPA [138]. Další studie na zvířecích modelech naopak prokazovaly potlačení 
tvorby obou gonadotropinu po expozici BPA [98, 143], zatímco jiná studie publikovala 
zvýšení produkce LH [144]. Z takto nekonzistentních výsledků je samozřejmě obtížné 
vyvodit jednoznačné závěry. Pro vyhodnocení vztahu mezi gonadotropiny a BPA 
bude tedy zapotřebí uskutečnit více studií. 
 Naše výsledky ohledně snížení plasmatické koncentrace T ve vztahu k PCB 
jsou v souladu s některými studiemi jiných autorů [50, 51]. Stejné výsledky byly 
získány u adolescentů, kteří byli působení PCB vystaveni prenatálně [145]. Další 
studie publikovaly negativní korelace PCB s T vázaným na SHBG [52, 53] či FT [48, 
54], zatímco jiné studie nenalezly žádný vztah mezi PCB a T [146, 147]. 
 Pokud je nám známo toto je první studie zabývající se vlivem ED na hlavní 
kroky steroidogeneze (Tab. 5). Zatímco v krevní plasmě prekurzory pohlavních 
hormonů (PREG, 17-OH-PREG a DHEA) pozitivně korelovaly s BPA, situace 
v seminální plasmě byla odlišná. BPA s PREG a 17-OH-PREG zde koreloval 
negativně. Plasmatické koncentrace Δ5 steroidů odrážejí hlavně jejich produkci 
v nadledvinách [148], zatímco v seminální plasmě předpokládáme převážně 
testikulární původ Δ5 steroidů [117] (Příloha I). Vzhledem k tomu že na poměry 
PREG/17-OH-PREG v plasmě i seminální plasmě BPA vliv nemá, snížení produkce 
prekurzorů reprodukčních hormonů ve varlatech by mohlo být způsobeno sníženou 
dodávkou substrátu do mitochondrií (snížení aktivity či exprese cholesterol 
desmolázy či StAR). Dřívější in vitro studie a studie na myších prokázaly snížení 
exprese StAR proteinu po expozici BPA [149, 150] ve shodě s naší hypotézou.  
V plasmě byla situace obrácená, možným vysvětlením je naopak zvýšená dodávka 
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cholesterolu do mitochondrie nebo snížení aktivity či exprese enzymů stojící dále ve 
steroidní cestě a tím akumulace prekurzorů.    
 Podíl kortizol/kortizon neodráží jen aktivitu nadledvin, ale také lokální 
interkonverzi mezi kortizolem a kortizonem v jednotlivých tkáních katalyzovanou 
11βHSD (typ 1 nebo 2) [151] (Příloha VI). PCB neměly vliv na podíl kortizol/kortizon 
a BPA mírně koreloval s tímto podílem v plasmě, ale už ne v seminální plasmě, kde 
jsme tento vztah předpokládali. Korelace obou ED v plasmě s podílem ADION/T 
naznačuje snížení aktivity systémových (periferních) 17β-hydroxysteroidních 
dehydrogenáz. Zajímavá je i negativní korelace plasmatických PCB s 
poměrem T/DHT ukazující jejich negativní vliv na systémové hladiny T. Kromě 
potlačení syntézy na periferii může tento výsledek znamenat zvýšení aktivity 5α-
reduktázy. V neposlední řadě byla zaznamenána negativní asociace plasmatického 
BPA s T/E2 a vyšší hladiny jak plasmatických, tak seminálních hladin estrogenů, 
které byly již diskutovány výše. Všechny tyto výsledky ukazují na různé mechanismy 
účinku studovaných ED. 
  Poprvé byly stanoveny koncentrace ED společně s hladinami 7-
hydroxylovaných metabolitů DHEA, o kterých se předpokládají imunomodulační a 
imunoprotektivní účinky [152-154]. Tyto metabolity jsou přítomné i v seminální 
plasmě [155], kde by mohly působit proti nepříznivým účinkům glukokortikoidů na 
testikulární steroidogenezi. Ačkoli jsme pozorovali zvýšené hladiny plasmatické 
DHEA ve vztahu k BPA, žádné další korelace mezi 7-hydroxylovanými metabolity 
DHEA a ED nebyly nalezeny ani v plasmě ani v seminální plasmě. 
 Nebyl nalezen ani žádný vztah mezi hladinami Se a Zn v plasmě a kvalitou 
spermií, ačkoli se obecně uznává, že tyto stopové prvky mají příznivý vliv na 
spermatogenezi [156-158].  
8 Závěry 
- Dvě metody na stanovení BPA a 10 steroidů v plasmě či 11 steroidů v seminální 
plasmě byly vyvinuty a validovány. Obě metody poskytují nízké limity 
kvantifikace, přesnost a selektivitu.  
- Environmentální hladiny PCB nemají vliv na kvalitu spermií u studované 




- Byla však prokázána negativní korelace mezi PCB a hladinami T, FT a DHT 
v krvi.  
 
- Zvýšené hladiny BPA v seminální plasmě byly spojené se signifikantně sníženým 
celkovým počtem spermií, koncentrací a morfologií spermií. BPA tedy 
představuje nepříznivý faktor pro lidskou reprodukci.  
 
- Výsledky dále naznačují, že BPA snižuje rychlost steroidogeneze v testes v Δ5 
cestě, naopak tato cesta byla stimulována v periferii, tedy v nadledvinách. Další 
narušení steroidogeneze se zřejmě odehrává na úrovni estrogenního 
metabolismu, kdy dochází buď k potlačení estrogenního katabolismu či zvýšení 
aktivity či exprese aromatázy. 
9 Shrnutí závěrů práce 
Byly vyvinuty 2 metody na stanovení BPA a 10 steroidů v plasmě a 11 steroidů 
v seminální plasmě, které umožnily stanovení u 191 mužů. BPA představuje 
nepříznivý faktor pro lidskou reprodukci snižováním kvality spermií a ovlivněním 
hladin steroidů. PCB působí negativně na koncentrace androgenů v krvi. Výsledky 
nepotvrdily původní hypotézu o ovlivnění aktivity 11βHSD endokrinními disruptory, 
ukázaly však na jiný mechanismus účinku ED v organismu.  
 
Disertační práce byla podpořena projektem Interní grantové agentury 
Ministerstva zdravotnictví NT/13369. 
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Background: In the testis, steroids play an important role in spermatogenesis, the 
production of semen, and the maintenance of secondary sex characteristics and 
libido. They may also play a role as a target for substances called endocrine 
disruptors (EDs). As yet, however, no complex study has been conducted evaluating 
the relationships between EDs and the steroid spectrum in the plasma and seminal 
plasma. 
Objectives: To shed more light into mechanisms of action of EDs and the effects of 
Bisphenol A (BPA) and polychlorinated biphenyls (PCBs) on human 
spermatogenesis and steroidogenesis.  
Methods: We determined BPA and 11 steroids in the plasma and seminal plasma of 
191 men with different degrees of fertility, using a newly developed liquid-
chromatography mass spectrometry method. Concurrently, plasma levels of 6 
congeners of PCBs, gonadotropins, selenium, zinc and homocysteine were 
measured. Partial correlations adjusted for age and BMI were performed to evaluate 
relationships between these analytes. 
Results: Seminal BPA, but not plasma BPA, was negatively associated with sperm 
concentration (r=-0.212; p=0.005), sperm count (r=-0.178; p=0.018) and morphology 
(r=-0.156; p=0.049). Divergent and sometimes opposing associations of steroids and 
BPA were found in both body fluids. The sum of PCB congeners was negatively 
associated with testosterone, free testosterone, the free androgen index and 
dihydrotestosterone in plasma. 
Conclusion: BPA negatively contributes to the final state of sperm quality. Moreover, 
our data indicate that BPA influences human gonadal and adrenal steroidogenesis at 
various steps. Environmental levels of PCBs negatively correlated with androgen 
levels, but surprisingly without negative effects on sperm quality. 






 For nearly 30 years there has been ongoing debate regarding the potential 
harm of substances called endocrine disruptors (EDs). Many studies have dealt with 
the effects of EDs on various body organs, and despite the difficulties accompanying 
this research there is emerging evidence for adverse impacts on humans (for review 
see Diamanti-Kandarakis et al. 2009). The most often discussed EDs include 
polychlorinated biphenyls (PCBs), dioxins, phthalates and bisphenol A (BPA) 
because of their persistence in the environment and accumulation in biomass (PCBs 
and dioxins), as well as their ubiquity in food packaging and other materials 
(phthalates, BPA). People come into contact with these EDs in the environment and 
cannot completely avoid exposure in everyday life. The main routes of exposure are 
through the intake of food, water and air. A further pathway is through dermal contact 
(Darbre 2015). Regarding reproduction, in 2007 it was concluded based on animal 
studies that there is substantial evidence of even low dose effects of BPA on 
reproductive health, specifically a reduction in spermatogenesis (vom Saal et al. 
2007). 
Human studies investigating the effects of BPA on sperm quality (Goldstone et 
al. 2014; Knez et al. 2014; Lassen et al. 2014; Li et al. 2011; Meeker et al. 2010a; 
Mendiola et al. 2010; Vitku et al. 2015b) and reproductive hormone levels (Galloway 
et al. 2010; Kim et al. 2014; Lassen et al. 2014; Liu et al. 2015; Meeker et al. 2010a; 
Mendiola et al. 2010; Zhou et al. 2013; Zhuang et al. 2015) have not provided clear 
results. More studies have been conducted on the impact of PCBs on male 
reproductive functions, but have also been inconsistent (reviewed in Meeker and 
Hauser 2010).  
 It is well known that some substances can adversely affect reproductive 
functions. Alternatively, other substances such as trace elements selenium (Se) and 
zinc (Zn) can positively influence these functions (Bleau et al. 1984; Colagar et al. 
2009). Potentially beneficial agents include endogenous immunoprotective steroids 
with antiglucocorticoid effects as dehydroepiandrosterone (DHEA) and its 7-
hydroxylated metabolites (Hampl et al. 2003; Chmielewski et al. 2000; Niro et al. 
2010) 
 In 2015, expert panels were convened to estimate the burden and disease 
costs that can be ascribed to EDs, based on current evidence from the European 
Union (Trasande et al. 2015). According to relevant studies published by that time, 
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low epidemiological and strong toxicological evidence for male infertility attributable 
to phthalate exposure were identified, resulting in a 40-69% probability of causing 
618000 additional assisted reproductive technology procedures costing € 4.71 billion 
annually (Hauser et al. 2015). These estimations focused on exposure to phthalates 
and polybrominated diphenyl ethers because their impact on reproductive functions 
was among the best documented in human as well as animal studies (Hauser et al. 
2015). 
 Although the effects of some EDs on reproductive functions are well 
documented, there remain uncertainties regarding the effects and mechanisms of 
action of other EDs. The body of literature on animal as well as human studies 
suggests that EDs can disrupt steroid hormone homeostasis (Clark and Cochrum 
2007). Any impairment of the delicate balance in hormone biosynthesis and 
metabolism can have adverse consequences in the human organism.  
 In this study we attempted to elucidate to what extent the most well known 
environmental endocrine disruptors, namely BPA and PCBs, are associated with 
male reproductive function. The following issues were addressed:  
(1) To what degree BPA and PCBs influence spermiologic parameters with respect to 
different degrees of infertility (from normospermic to azoospermic men). 
(2) In connection with this, we were interested in how blood- and seminal plasma 
levels of the measured analytes correlate with each other. 
(3) How the levels of the main reproductive hormones, steroids as well as 
gonadotropins correlate with the above mentioned EDs. In contrast to numerous 
studies reported by others, we also measured the main precursors and 
intermediates, enabling us to map the possible effects of EDs on 
biosynthetic/metabolic pathways and thus to assess effects on the activities of the 
responsible enzymes. 
(4) To elucidate possible effects on immunity, we also measured 7-oxygenated 
metabolites of DHEA, which have recently been shown to be present in seminal fluid 
(Hampl et al. 2000). 
(5) In addition, two trace elements involved in the mechanism of reproductive 
functions, selenium and zinc, along with homocysteine, one of the parameters of 
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oxidative stress (Forges et al. 2007), were measured to determine whether there are 
any associations with EDs. 
2 Experimental 
2.1 Chemicals and reagents 
 The steroids cortisol, cortisone and DHEA were from Koch-Light Laboratories 
Ltd. (Colnbrook, Great Britain); 7α-hydroxy-DHEA (7α-OH-DHEA), 7β-hydroxy-DHEA 
(7β-OH-DHEA), 7-oxo-DHEA, testosterone (T), androstenedione (ADIONE), 
pregnenolone (PREG), 17-hydroxy-pregnenolone (17-OH-PREG), and deuterated 
standards of DHEA (D3-DHEA), ADIONE (D7-ADIONE), PREG (D4-PREG), 17-OH-
PREG (D3-17-OH-PREG) and dihydrotestosterone (D3-DHT) were from Steraloids 
(Newport, RI, USA). D4-Cortisol was obtained from CDN isotopes (Ponte-Claire, 
Canada). D1-7α-OH-DHEA and D1-7-oxo-DHEA were obtained from Betulinines 
(Stribrna Skalice, Czech Republic). D1-T was synthesized by Sci-Tech (Prague, 
Czech Republic). DHT, D7-cortisone, 2-hydrazinopyridine, ammonium formate and 
trifluoroacetic acid were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Methanol and 
water for chromatography were of HPLC grade and were from Merck (Darmstadt, 
Germany). Diethyl ether was obtained from Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice, Czech 
Republic). The physiological solution (0.9% sodium chloride) was from B. Braun 
(Melsungen AG, Germany).  
2.2 Study group 
 The studied cohort consisted of 191 Czech men attending the Pronatal Centre 
of Assisted Reproduction (Prague, CZ) since April 2012. Some of the patients were 
normospermic men, where the cause of infertility was the female factor, and the 
others included patients with various degrees of impaired fertility. Each patient 
underwent a standardized ejaculate examination (spermiogram) according to the 
World Health Organization (WHO) 2010 criteria. Height and weight were measured, 
and a basic urological and andrological examination was performed including 
ultrasonography of the prostate, seminal vesicles and testicles, with no pathological 
findings observed. Samples of plasma and seminal plasma were collected from each 
patient. All steps in the sample collection protocol and subsequent processing were 
carried out using BPA-free glass equipment and stored in glass tubes at -20°C until 
analysis. For details on how we dealt with possible BPA contamination, see our 
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previous study (Vitku et al. 2015a). Men were divided into four groups according to 
their spermiogram. The first group included normospermic men with a normal 
spermiogram (n=89); oligospermic, asthenospermic and oligoasthenospermic men 
were included in the second group (n=59); teratospermic, oligoasthenoteratospermic 
and oligoteratospermic men comprised the third group (n=25); while the fourth group 
were azoospermic men (n=18). We termed these groups: (1) healthy men, and (2) 
slightly, (3) moderately and (4) severely infertile men.  
 The study was performed in accordance with the Declaration of Helsinki 
(2000) of the World Medical Association. The protocol was approved by the Ethical 
Committee of the Institute of Endocrinology. Informed and written consent with the 
use of biological materials for research reasons was obtained from all subjects 
participating in the project. 
2.3 Development and validation of a LC-MS/MS method for determining 10 
unconjugated steroids in plasma and 11 unconjugated steroids in seminal 
plasma 
2.3.1 Sample preparation 
 Our previously published method on selected neuro- and immunomodulatory 
steroids in blood plasma (Sosvorova et al. 2015) was extended to include the 
determination of PREG, 17-OH-PREG, cortisol, cortisone, DHEA, 7α-OH-DHEA, 7β-
OH-DHEA, 7-oxo-DHEA, T and ADIONE in plasma and in seminal plasma with minor 
modifications. In addition, DHT was determined in seminal plasma. Briefly, a sample 
of plasma (500 µL) or seminal plasma (1000 µL) was spiked with 10 µL of an internal 
standard (IS) and diluted with 500 µL of physiological solution. Samples were 
shaken, and a liquid-liquid extraction using diethyl ether (3 mL, 1 min) was 
performed. Dry residues were derivatized by 100 µL of 2-hydrazinopyridine in 
methanol with the addition of trifluoroacetic acid (1mg: 5mL: 1.63 µL) according to 
Higashi et al. (Higashi et al. 2007). The samples were shortly shaken and then 
sonicated for 15 mins. After evaporating under a gentle stream of nitrogen, samples 
were redissolved in 100 µL of 5 mM ammonium formate in 60% methanol, of which 
50 µL was injected into the liquid chromatograph. 
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2.3.2 Liquid chromatography/mass spectrometry (LC-MS/MS) of steroids 
Chromatography was performed on an ultra-high performance liquid 
chromatography (UHPLC) Eksigent ultraLC 110 system (Redwood City, CA, USA) 
equipped with a Kinetex C18 column (100 x 3.0 mm, 2.6µm; Phenomenex, Torrance, 
CA, USA) and Security Guard ULTRA cartridge system (UHPLC C18 for 3mm ID 
column; Phenomenex, Torrance, CA, USA). Column temperature was maintained at 
50°C and separation was carried out at a flow rate of 0.75 mL/min. Detection of the 
analytes was performed on an API 3200 mass spectrometer (AB Sciex, Concord, 
Canada) with electrospray ionization (ESI) probe operating in positive mode. 
Retention times and transitions with optimized conditions for MS are summarized in 
Table S1. Analyst 1.6 software was used for system control and data evaluation. 
More information about the LC-MS/MS conditions can be found in the study of 
Sosvorova et al. (Sosvorova et al. 2015).  
2.3.3 Validation 
 The analytical method was validated according to the FDA Guidance for 
Industry (Food and Drug Administration 2001). Validation parameters included (1) 
selectivity, (2) precision, (3) recovery (analytical accuracy), (4) calibration curve and 
(5) stability of the analytes in spiked samples. Accuracy, precision and recovery were 
determined by replicate analysis of 6 samples in 4 different concentrations in plasma, 
or 3 different concentrations in seminal plasma due to the limited amount of the 
matrix. Samples were pretreated in the same way as in Section 2.3.1. Pooled 
plasma, resp. seminal plasma was used as the first concentration. The spiked 
concentrations in plasma were as follows: 0.28, 1.4 and 3.36 ng/mL for T, PREG and 
17-OH-PREG and 0.06, 0.3 and 0.72 ng/mL for ADIONE. Seminal plasma spiked 
concentrations were as follows: 16 and 80 ng/mL for cortisol; 3.2 and 16 ng/mL for 
DHEA and cortisone; 0.56 and 2.8 ng/mL for T, PREG and 17-OH-PREG and 0.12 
and 0.6 ng/mL for seminal ADIONE, 7α-OH-DHEA, 7β-OH-DHEA and DHT. The 
results of validation parameters including lower limits of quantifications are given in 
Table S2 and Table S3 for plasma steroids and seminal steroids, respectively. All 
results met the FDA guidelines criteria. 
 Calibration curves were constructed with 1/x weighting and reached good 
linearity; correlation coefficients for each calibration curve are given in Table S2 and 
Table S3. A freeze and thaw stability test, short-term temperature stability test, long-
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term stability test, stock solution stability test and post-preparative stability test were 
carried out. All tests showed satisfactory results when comparing instrument 
responses between freshly prepared samples and corresponding samples after 
stability testing.  
2.4 Additional measurements/methods 
 BPA and estrogens (estrone-E1, estradiol-E2 and estrone-E3) were measured 
according to our previously published LC-MS/MS method (Vitku et al. 2015a). 
Luteinizing hormone (LH), follicle stimulating hormone (FSH) and sex hormone 
binding globulin (SHBG) were measured using immunoradiometric assay (IRMA) kits 
from Immunotech (Marseille, France). The immunoassays were processed on a 
Stratec (France) automatic analyser. Plasma DHT was assessed by a 
radioimmunoassay method published elsewhere (Hampl et al. 1990). 
 Se and Zn concentrations in plasma were measured by a commercially 
available and accredited atomic absorption spectrometry method in Agel Laboratories 
(Novy Jicin, Czech Republic).  
 Six congeners of polychlorinated biphenyls (PCB 28, 101, 118, 138, 153, 180) 
in plasma were determined in the accredited laboratory ALS Czech Republic by gas 
chromatography-high resolution mass spectrometry (GC-HRMS) (Pardubice, Czech 
Republic).  
 Homocysteine was assessed by a previously published method (Husek et al. 
2003).The free testosterone (FT) value was calculated according to Vermeulen et al. 
(Vermeulen et al. 1999). The free androgen index (FAI) was calculated as total 
testosterone (nmol/L)/SHBG (nmol/L) × 100. 
2.5 Statistical analysis 
Based on conventional practice, the data that were below the limit of detection 
(LOD) were replaced by LOD/√2 (Hornung and Reed 1990). All data were 
subsequently transformed by Box-Cox transformation before further processing due 
to the non-Gaussian data distribution and non-constant variance (heteroscedasticity) 
in most variables. Differences between groups were evaluated using one-way 
ANOVA followed by least square difference (LSD) multiple comparisons. The 
statistical software Statgraphics Centurion XVI from Statpoint Inc. (Warrenton, VA, 
USA) was used for data transformations, correlations, ANOVA testing and multiple 
comparisons. Two-dimensional non-homogeneities (in correlations) were found using 
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NCSS 2007 (Kaysville, UT, USA) and subsequent partial correlations analyses were 
performed using the same statistical software. 
3 Results 
 We measured the seminal and plasma concentrations of 11 steroids, reflecting 
the major biosynthetic pathways, along with seminal and plasma BPA, 6 congeners 
of PCB in plasma, plasma gonadotropins, Se, Zn and homocysteine, and compared 
them with parameters of semen quality. 
 The mean age (± SD) of all participants was 35.8±5.6 years and mean BMI 
value was 27.2±3.6 kg/m2. In our study, 55% of men were overweight (BMI 25-30) 
and 20% were obese (BMI>30). BMI values as well as age did not significantly differ 
among all the groups of men studied (Table 1).  
 BPA was detected in 89% of plasma samples and 93% of seminal samples. 
The most abundant PCB congeners were PCB 180 and PCB 153 (detected in 99 and 
100% of samples, respectively) followed by PCB 138 (96% of samples), PCB 118 
(56%), PCB 101 (8%) and PCB 28 (5%). Differences were found between BPA levels 
and levels of the sum of 6 PCB levels and individual PCBs across the groups of men 
with various degree of fertility (Table 1). Seminal BPA levels increased with 
increasing severity of infertility. Plasma levels of BPA were significantly higher in the 
groups of slightly and moderately infertile men in comparison with healthy men and 
severely infertile men. Levels of the sum of the 6 congeners were lower in the group 
of moderately infertile men compared with the other groups. Multiple comparisons of 
PCBs 101 and 28 across groups were not carried out because of the small sample 
size in these analytes. 
 Furthermore, significant differences were found in the concentrations of some 
steroids in plasma as well as seminal plasma across the groups (Table 1). Levels of 
the rest of measured analytes that were not significantly different between groups are 
shown in Table S4. 
 Table 2 shows partial correlations between EDs and spermiogram parameters, 
adjusted for age and BMI. Seminal BPA negatively correlated with sperm count, 
concentration and morphology. Plasma BPA was positively associated with non-
progressively motile sperms. The sum of PCB congeners was surprisingly positively 
correlated with sperm concentration and total count.  
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 The next step was to evaluate partial correlations between plasma 
concentrations of EDs and measured plasma analytes (Table 3). The sum of 6 PCB 
congeners was positively associated with the stress hormone cortisol. Furthermore, it 
was negatively associated with T and DHT as well as with markers of androgen 
status – FT and FAI. Plasma BPA was positively correlated with PREG, 17-OH-
PREG and DHEA, which are steroids at the beginning of steroid hormone 
biosynthesis. Moreover, plasma BPA was negatively associated with DHT and 
positively associated with E2 and E1. 
 Correlation analysis of seminal BPA and seminal hormone concentrations 
revealed different results from that in plasma (Table 4). Contrary to plasma 
associations, seminal BPA was negatively associated with PREG and 17-OH-PREG. 
Similarly, seminal BPA concentrations were positively correlated with E2 and E3. 
 Finally, we investigated how reproductive hormones and BPA in plasma 
correlate with their corresponding analogues in seminal plasma. Plasma BPA 
significantly correlated with seminal BPA (r=0.253; p=0.001). Concerning the 
reproductive hormones, plasma T significantly correlated with its seminal analogue 
(r=0.230; p=0.013), but plasma E2 did not correlate with seminal E2 at all (r=0.035; 
p=0.698), nor did plasma DHT with seminal DHT (r= -0.076; p=0.365). Correlations of 
other steroids in biological fluids are shown in Table S5. 
4 Discussion 
 In most studies of the effects of EDs on steroids, only urinary EDs were 
correlated with steroid plasma levels. Only a few papers have investigated plasma or 
even seminal plasma steroids along with plasma levels of EDs (for review see Hampl 
et al. 2013). 
 In our study plasma and seminal BPA correlated slightly with each other, and 
only seminal BPA was negatively associated with sperm concentration, sperm count 
and morphology. These results are in accordance with our previous study on a 
smaller group (Vitku et al. 2015b), though our present study has higher statistical 
power. Our results showing the negative impact of BPA content in seminal plasma on 
sperm concentration, sperm count and morphology (see Table 2) are in accordance 
with some studies (Knez et al. 2014; Li et al. 2011; Meeker et al. 2010b), but are in 
contrast with others (Goldstone et al. 2014; Lassen et al. 2014; Mendiola et al. 2010). 
These discrepancies may be due to differences in the biological matrices where BPA 
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was measured. We only found the association in seminal plasma, but not in blood 
plasma. All other studies examined the effects of BPA on semen quality in urine, and 
even in this matrix the results have not been consistent. Levels of BPA in urine seem 
to rather reflect the excretion rate of BPA, while measurements of unconjugated BPA 
in the blood likely more accurately reflect its bioavailability in the body. Seminal 
plasma seems thus to be the optimal body fluid for studying physiology and 
pathophysiology in the testis. Furthermore, the choice of men – from the general 
population (Goldstone et al. 2014; Lassen et al. 2014) vs. fertile men (Mendiola et al. 
2010) vs. groups recruited from infertility clinics (the present study, Knez et al. 2014; 
Meeker et al. 2010b) vs. highly exposed populations (Li et al. 2011) may lead to 
different outcomes. Therefore, more studies are needed to achieve greater 
consistency. 
 Associations between PCBs and semen quality were described in detail in the 
review by Meeker and Hauser, where mainly an inverse association between PCBs 
and motility appeared to be consistent across studies (Meeker and Hauser 2010). In 
our study, PCB levels were surprisingly lower in the group of moderately infertile men 
than in healthy men (see Table 1), and were also positively associated with sperm 
concentration and total count. Similarly, in the study of Dallinga et al. there were 
statistically insignificantly (p=0.06) higher levels of PCBs in the seminal plasma of 
men with good semen quality than in men with poor semen quality. They therefore 
conjecture that the poor semen quality was not caused by exposure to PCBs, but due 
to other, so far unknown, causes (Dallinga et al. 2002).  
 Several reports are available on the effects of urinary BPA on reproductive 
hormone concentrations, but with conflicting results (Galloway et al. 2010; Kim et al. 
2014; Lassen et al. 2014; Liu et al. 2015; Meeker et al. 2010a; Mendiola et al. 2010; 
Zhou et al. 2013; Zhuang et al. 2015). Our finding of a positive association of E2 with 
BPA in both body fluids is in accordance with 3 studies (Kim et al. 2014; Lassen et al. 
2014; Liu et al. 2015). One possible explanation for elevated E2 may be the 
increased activity or expression of aromatase in the periphery or in the testis. Another 
explanation for the E2 surplus can be competition with BPA on sulphotransferases 
and UDP-glucuronosyltransferases; different UDP-glucuronosyltransferase isoforms 
are considered a major group of enzymes involved in the conjugation of BPA (Trdan 
Lusin et al. 2012). The in vitro study of Zhang et al. on H295R cells supports the 
latter hypothesis (Zhang et al. 2011). Other reports, however, have not found any 
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association between BPA and E2 (Galloway et al. 2010; Mendiola et al. 2010). We 
did not find any association of BPA with T blood- or seminal plasma, in agreement 
with the already mentioned paper of Mendiola et al (Mendiola et al. 2010).  
 Conflicting results have also been reported addressing the effect of BPA on 
plasma gonadotropins: in the present study, gonadotropin levels were not associated 
with BPA, similarly as in the study of Mendiola et al. (Mendiola et al. 2010). Lassen et 
al. reported higher LH levels in association with BPA, with no correlation with FSH 
(Lassen et al. 2014). In contrast, Meeker et al. showed higher FSH levels but not LH 
levels in association with BPA (Meeker et al. 2010a). Some results from animal 
studies have reported the suppression of LH and FSH after BPA uptake (Akingbemi 
et al. 2004; Wisniewski et al. 2015), while others have reported an increase in LH 
production (Tohei et al. 2001). These inconsistent results only indicate that the 
eventual effect of BPA on sex steroids does not seem to be controlled at a central 
level.  
 Three studies have reported an inverse relationship between BPA and 
ADIONE (Liu et al. 2015; Zhou et al. 2013; Zhuang et al. 2015), which is not in line 
with our findings. One possible explanation can be the different degree of exposure: 
while our subjects were recruited from an infertility clinic, the other studies used 
participants who were exposed occupationally.  
 As concerns the effect of PCB, our finding of decreased plasma T in 
association with PCBs content in blood plasma is in agreement with some other 
studies (Goncharov et al. 2009; Schell et al. 2014). The same results were obtained 
from adolescents exposed prenatally to PCBs (Grandjean et al. 2012). Further 
studies have reported an inverse association with SHBG-bound T (Persky et al. 
2001; Turyk et al. 2006) or with FT (Bonde et al. 2008; Richthoff et al. 2003). Some 
studies have also reported no associations between PCBs and any sort of T 
(Giwercman et al. 2006; Hagmar et al. 2001). 
 To the best of our knowledge, our study is the first to focus on the impact of 
BPA as well as PCBs on the main steps of steroid hormone biosynthesis (Tables 3 
and 4). In blood plasma the precursors of reproductive hormones, PREG, 17-OH-
PREG and DHEA correlated positively with BPA. The situation in seminal plasma 
was different, with significant negative correlations found between the former 
precursors (with the exception of DHEA) and BPA. Given that plasma concentrations 
of these Δ5 steroids reflect mainly their production in the adrenals (Sagel et al. 1982), 
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we can hypothesize that seminal concentrations mainly show levels of Δ5 steroids of 
testicular origin. A decrease in the synthesis of reproductive hormone precursors in 
the testis could be caused (among other things) by an impairment of cholesterol 
transport to mitochondria by steroid acute regulatory protein (StAR) or the reduced 
conversion of cholesterol to PREG inside mitochondria.  
 The ratio of cortisol to cortisone reflects not only adrenal activity, but also the 
peripheral reduction of cortisone to the active hormone by 11β-hydroxysteroid 
dehydrogenase type 1 (Vitku et al. 2014). The absence of an effect of PCBs and the 
only moderate increase by BPA on the ratio in blood but not in seminal plasma, along 
with slightly increased plasma cortisol levels, suggest only minor effects of EDs on 
the activity of the latter enzyme. The association of an elevated ADIONE to T ratio in 
blood plasma with the plasma content of both disruptors may point to decreased 
activity in some systemic (peripheral) 17β-hydroxysteroid dehydrogenases. Of 
interest is the negative association of the T/DHT ratio with plasma PCBs, along with 
their negative effect on systemic testosterone levels. Besides the suppression of 
systemic testosterone synthesis, this may also indicate the suppression of 5α-
reductase activity by PCBs. Finally, BPA, but not PCBs, was negatively associated 
with the plasma T/E2 ratio. All these results show different effects of the studied EDs, 
which need not be associated with the effects on the seminal plasma composition. 
 For the first time, we simultaneously measured 7-oxygenated metabolites of 
DHEA considered to possess immunomodulatory and immunoprotective properties 
(Hampl et al. 2003; Chmielewski et al. 2000; Niro et al. 2010). These metabolites are 
present in the seminal fluid and may counteract the adverse effects of cortisol on 
testicular steroidogenesis (Hampl et al. 2000). Although we observed an increase of 
DHEA in association with plasma BPA, no relationship was found for 7-hydroxylated 
metabolites and selected EDs in either plasma or in seminal plasma. 
  We also did not find any association between plasma Zn and Se and semen 
quality, although it is generally accepted that these trace elements have positive 
effects on spermatogenesis (Ahsan et al. 2014; Camejo et al. 2011; Omu et al. 
2015). Finally, we found no relationship between homocysteine and EDs. 
5 Conclusion 
 We conclude that environmental levels of PCB do not impair fertility in the 
population of Czech men studied here, but we did find a negative association 
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between the PCBs and androgen levels. On the other hand, elevated seminal levels 
of BPA were associated with a significant decrease in sperm count, sperm 
concentration and morphology. Furthermore, our data indicate that BPA reduces the 
rate of testicular steroidogenesis in the Δ5 pathway. In contrast, we found a 
stimulation of adrenal steroidogenesis by BPA. The further disruption of 
steroidogenesis by BPA possibly occurs at the level of E2 metabolism via the 
suppression of estradiol catabolism or perhaps by the stimulation of aromatase 
expression and/or activity. 
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Table 1. Comparisons of analyte concentrations among men with different degrees of infertility 
 
  
GROUP 1                                
(n=89) 
GROUP 2                                  
(n=59) 
GROUP 3                                
(n=25) 





  Age  35.9 (34.8; 37.0) 35.7 (34.3; 37.0) 35.8 (33.8; 37.8) 35.2 (32.9; 37.6) 0.9715 
   BMI 27.7 (26.7;28.8) 26.9 (25.8;28.1) 26.1 (24.9; 27.5) 26.4 (24.8; 28.1) 0.2748   
EDs 
Plasma BPA (ng/mL) 0.029 (0.019;0.044) 0.059(0.034;0.106) 0.072 (0.039;0.185) 0.019 (0.008;0.047) 0.0288 1<2,3  
Seminal BPA (ng/mL) 0.075 (0.055;0.100) 0.130 (0.093;0.179) 0.153 (0.091;0.243) 0.148 (0.082;0.250] 0.0180 1<2,3,4 
Σ of 6 PCB congeners (ng/g of plasma) 1.52 (1.35;1.72) 1.30 (1.13;1.51) 1.00 (0.76;1.31) 1.32 (1.00;1.75) 0.0350 3<1 
PCB 180 (ng/g of plasma) 0.66 (0.58;0.76) 0.53 (0.45;0.62] 0.49 (0.36;0.66) 0.57 (0.41;0.77) 0.0984 2<1 
PCB 153 (ng/g of plasma) 0.57 (0.50;0.65) 0.48 (0.41;0.56) 0.35 (0.26;0.47) 0.47 (0.34;0.63) 0.0211 3<1 
PCB 118 (ng/g of plasma) 0.030 (0.25;0.035) 0.026 (0.021;0.033) 0.025 (0.015;0.044) 0.020 (0.012;0.038) 0.5522 
 PCB 138 (ng/g of plasma) 0.223 (0.195;0.256) 0.202 (0.173;0.237) 0.184 (0.137;0.252) 0.206 (0.147;0.295) 0.6410   
PLASMA 
LH (IU/L) 2.80 (2.47;3.17) 3.40 (2.92;3.97) 3.25 (2.50;4.25) 5.39 (3.99;7.29) 0.001 1,2,3<4 
FSH (IU/L) 2.94 (2.57;3.37) 3.90 (3.29;4.66) 3.61(2.70;4.90) 10.24 (6.96;15.48) 0.000 1<2,4  2,3<4 
7β-OH-DHEA (ng/mL) 0.149 (0.133;0.166) 0.126 (0.108;0.145) 0.139 (0.110;0.170) 0.104 (0.074;0.137) 0.064 1>4 
Estradiol (ng/mL) 0.017 (0.014;0.021) 0.016 (0.013;0.020) 0.016 (0.011; 0.022) 0.007 (0.004;0.012) 0.016 1,2,3>4 
SEMINAL 
PLASMA 
Pregnenolone (ng/mL) 0.198 (0.170;0.231] 0.173 (0.144;0.206) 0.298 (0.229;0.385) 0.182 (0.132;0.249) 0.009 1,2,4,<3 
Cortisol (ng/mL) 4.60 (3.74;5.55) 5.76 (4.67;6.97) 6.88 (5.15; 8.88) 4.88 (3.20;6.93) 0.105 1<3 
DHEA (ng/mL) 1.40 (1.13;1.75) 1.45 (1.14;1.86) 2.40 (1.65;3.57) 1.88 (1.22;2.99) 0.073 1,2<3 
DHT (ng/mL) 0.225 (0.184;0.271) 0.158 (0.121;0.201) 0.135 (0.087;0.198) 0.114 (0.063;0.185) 0.012 1>2,3,4 
Estradiol (ng/mL)  0.0039 (0.0034;0.0045) 0.0041 (0.0034;0.0050) 0.064 (0.0046;0.0097) 0.0050 (0.0036;0.0075) 0.036 1,2<3 
Estrone (ng/mL) 0.0043 (0.0037;0.0050) 0.0047( 0.0039;0.0057) 0.0077 (0.0056;0.0109) 0.0047 (0.0034;0.0068) 0.016 1,2,4<3 
a
Data are shown as means and 95.0 percent confidence intervals (in the parentheses) for each group, the levels of significance of the model and multiple comparisons are provided.  
Group 1 = normospermic men; Group 2 = oligospermic/asthenospermic/oligoasthenospermic men; 




Table 2. Partial correlations adjusted for age and BMI between sperm parameters and EDs in plasma and seminal plasma.  
a
The correlation coefficient of partial correlation r is a measure of the strength between variables and the p-value shows statistical 
significance. 
Sperm parameters 
Σ of 6 PCB congeners 




  r p-value   r p-value   r p-value 
Concentration (mil/mL) 0.273 0.000 
 
-0.119 0.134   -0.212 0.005 

























Morphology 0.099 0.223   -0.029 0.729   -0.156 0.049 




The correlation coefficient of partial correlations r is a measure of the strength 
between variables and the p-value shows statistical significance. 
Plasma analyte 





  r p-value   r p-value 
Homocysteine 0.060 0.497 
 
-0.041 0.657 
Se 0.078 0.315 
 
-0.001 0.989 
Zn -0.028 0.723 
 
0.163 0.042 
LH -0.014 0.862 
 
-0.021 0.792 
FSH 0.019 0.812 
 
-0.111 0.166 
SHBG -0.056 0.472 
 
-0.011 0.893 
PREG -0.021 0.786 
 
0.239 0.002 
17-OH-PREG 0.022 0.778 
 
0.264 0.001 
Cortisol 0.166 0.035 
 
0.099 0.213 
Cortisone 0.091 0.250 
 
-0.077 0.331 
DHEA 0.050 0.523 
 
0.249 0.001 
7α-OH-DHEA -0.128 0.103 
 
0.069 0.386 
7β-OH-DHEA 0.021 0.790 
 
0.148 0.062 
7-oxo-DHEA -0.015 0.853 
 
0.012 0.880 
ADIONE -0.037 0.634 
 
0.145 0.069 
T -0.332 0.000 
 
-0.044 0.577 
FT -0.337 0.000 
 
-0.035 0.660 
FAI -0.260 0.001 
 
-0.034 0.673 
DHT -0.191 0.013 
 
-0.177 0.026 
E2 -0.047 0.604 
 
0.357 0.000 
E1 0.138 0.131 
 
0.286 0.001 
E3 0.250 0.006 
 
0.079 0.372 
ratio Cortisol/Cortisone 0.146 0.065 
 
0.176 0.026 
ratio ADIONE/T 0.221 0.004 
 
0.166 0.037 
ratio T/DHT -0.320 0.000 
 
0.076 0.341 
ratio T/E2 -0.097 0.289   -0.372 0.000 
149 
 
Table 4. Partial correlations adjusted for age and 
BMI between steroids and their ratios and BPA in 
seminal plasma. 
Seminal analyte Seminal BPA 
  r p-value 
PREG -0.207 0.011 
17-OH-PREG -0.207 0.015 
Cortisol 0.048 0.565 
Cortisone 0.049 0.553 
DHEA -0.125 0.129 
7α-OH-DHEA 0.082 0.329 
7β-OH-DHEA 0.054 0.514 
7-oxo-DHEA -0.109 0.210 
ADIONE -0.037 0.681 
T 0.105 0.266 
DHT -0.075 0.367 
E2 0.163 0.033 
E1 0.061 0.423 
E3 0.202 0.009 
ratio Cortisol/Cortisone 0.042 0.617 
ratio ADIONE/T -0.118 0.220 
ratio T/DHT 0.157 0.093 
ratio T/E2 0.037 0.695 
a
The correlation coefficient of partial correlation r is a 
measure of the strength between variables and the p-
value shows statistical significance. 
  
 
 
 
 
